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RESUMEN

Los biofertilizantes pueden estar formados por cepas individuales o en
consorcios microbianos también conocidos como bioinoculantes. En Nicaragua
al ser un pais predominantemente agricola existe una alta dependencia de los
fertilizantes quimicos debido a la poca oferta de bioinsumos (biofertilizantes o
bioplaguicidas) y los que hay en existencia se elaboran a nivel artesanal por lo
gque no existen estudios que respalden la composicion exacta ni el
funcionamiento de estos. Es debido a lo anterior, que el principal objetivo del
presente trabajo fue el desarrollo de un consorcio microbiano con propiedades
biofertilizantes a partir de aislados de bioinsumos artesanales. Para lograr el
cumplimiento del objetivo antes mencionado, se realiz6 la caracterizacion
morfolégica (macroscépica y microscopica) y molecular a través de los
resultados de la extraccion y secuenciacion del ADN de 29 microorganismos (23
bacterias y 6 hongos filamentosos) aislados de 4 bioinsumos artesanales
provenientes del occidente y norte de Nicaragua.

Al finalizar el trabajo, se obtuvo 14 tipos de morfologia macroscopica de las
colonias del total de bacterias (Color crema, consistencia cremosa y bordes
redondeados) y mediante la tincion Gram se obtuvo que 22 presentan forma
bacilar (15 Gram positivas y 7 Gram negativas) y 1 una de forma cocal Gram
positiva. De los 6 hongos filamentosos, se obtuvo una variedad de caracteres de
la morfologia de sus colonias y se observdO que 5 hongos filamentosos
presentaron esporas esféricas y 1 con forma ovalada. La identificaciéon
bacteriana por via molecular, permitio identificar 12 bacterias hasta el nivel de
especie (B. thuringiensis, B. pumilus, B. megaterium (2), B. cereus, B. subtilis
(2), B. flexus, Lysinibacillus macroides (2), Agrobacterium tumefaciens vy
Staphylococcus succinus) y 11 hasta nivel de género (Bacillus sp. (6),
Stenotrophomonas sp. (4) y Paenibacillus sp), mientras que la identificacion
molecular de hongos filamentosos permitio identificarlos como: Monascus
purpureus, Neosartorya glabra, Byssochlamys nivea, Aspergillus flavus y 1 a
nivel de género Neosartorya sp.

Las pruebas de antagonismo permitieron seleccionar a los integrantes del
consorcio microbiano, quedando conformado por: B. megaterium, (solubiliza
fosfatos, produce acido indol acético vy fija nitrégeno), B. marisflavis, (fija
nitrégeno), Exiguobacterium aurantiacum, (productora de acido indol acético) y
Pseudomonas mendocina (promotora del crecimiento vegetal, aumenta la
biomasa de brotes y raices, y los niveles de P y Fe). La cinética microbiana, para
todas las bacterias seleccionadas mostro indices maximos de crecimiento que
rondan los 10° UFC/mL en producciones desarrolladas a nivel de shaker, con
tiempos para alcanzar su punto maximo de crecimiento que oscilan entre 4.57 a
6.38 horas. Finalmente, la evaluacion de la estabilidad de cada una de las
bacterias que conformaron el consorcio microbiano, almacenadas a
temperaturas de refrigeracion de 4° C durante 60 dias, arrojé que B. megaterium
y Exiguobacterium aurantiacum, redujeron su viabilidad entre el 14 al 17 %
aproximadamente; mientras que B. marisflavis y Pseudomonas mendocina
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permanecen con indices de viabilidad practicamente constantes durante el
periodo en estudio.

Otros resultados que destacan de este trabajo, son que cada bioinsumo en
estudio mostré que contiene por muestra: TS: 5 bacterias (B. thuringiensis, B.
pumilus, 2 Bacillus sp. y Stenotrophomonas sp.) y 4 hongos filamentosos
(Monascus pupureus, Neosartorya glabra, Neosartorya sp. y Aspergillus flavus —
reportado como patégeno para cultivos); LS: 6 bacterias (B. megaterium, B.
subtilis, 2 Stenotrophomonas sp., 1 Paenibacillus sp. y 1 Bacillus sp.) y 1 hongo
filamentoso no secuenciado; LL: 3 bacterias (B. megaterium, Staphylococcus

succinus y Bacillus sp.) y 1 hongo filamentoso (Byssochlamys nivea) y el
bioinsumo DCL contiene: 9 bacterias (B. subtilis, B. flexus, B. cereus —
patdbgeno para el ser humano, 2 Lysinibacillus macroides, Agrobacterium
tumefaciens, 2 Bacillus sp. y Stenotrophomonas sp. En cuanto a los hongos
filamentosos, se encontré que la TS, contiene Aspergillus flavus (patégeno para
el ser humano y los animales), Monascus purpureus y Neosartoya glabra
(beneficiosos a la industria farmacéutica), Neosartorya sp. (utilizado en procesos
de biorremediacion) y la muestra LL  contiene Byssochlamys nivea
(Beneficioso para la agricultura como controlador biolégico, Indeseable en
procesos de preservacion de fruta).

Del analisis de las aplicaciones biotecnolégicas de las bacterias se logro
identificar que algunos de los bioinsumos presentan bacterias patdégenas al ser
humano como B. cereus (muestra DCL) y otras bacterias que pudiesen estar
desarrollando actividades no utiles agrondmicamente, como Agrobacterium
tumefaciens, B. flexus (muestra DCL), y Staphylococcus succinus (muestra
LL); asi como algunas que poseen importantes aplicaciones industriales y
ambientales como B. flexus y Lysinibacillus macroides (muestra DCL), ademas
de Stenotrophomonas sp. (Muestras DCL y LS).
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l.  INTRODUCCION

Las practicas agricolas y el aumento de la demanda mundial de alimentos han
afectado al medioambiente, especialmente la calidad del suelo en términos de
su equilibrio ecolégico (Malusad et al.,, 2016). Esta elevada necesidad de
produccion de alimentos ha llevado a un uso intensivo de la tierra, provocando
un agotamiento de los suelos debido a la explotacion de grandes cantidades de
elementos nutritivos, ademas de producir una disminucion progresiva de la
fraccion organica del suelo (Trujillo, 2012), causada en gran parte por el uso
indiscriminado de los fertilizantes quimicos, otro problema que trae
consecuencias ambientales importantes debido a que el porcentaje de
efectividad de estos es bajo y afectan la poblacion microbiana nativa de la zona
(Pereira & Castro, 2014; Pereg & McMillan, 2015). Esto ha hecho que la
agricultura se enfoque en buscar soluciones a estas problematicas al fomentar
nuevas practicas agricolas con las que se minimicen los impactos ambientales,
sean mas baratas y aprovechen mejor los recursos disponibles del suelo, para
ello se estan usando diversos microorganismos para suplir la necesidad de
nutrientes que fertilicen el suelo, los cuales son llamados biofertilizantes o
bioinoculantes (Afanador, 2017).

Los biofertilizantes pueden estar formados por cepas individuales o en
consorcios microbianos también conocidos como bioinoculantes. Los
microorganismos Vivos que lo conforman son beneficiosos tanto para la planta
como para el suelo, y 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 bioldgica, como, la fijacion bioldgica de nitrégeno, la solubilizacion del
fésforo, la produccion de hormonas promotoras de crecimiento, la produccion de
antibioticos y la generacion de agentes quelantes de hierro, que también ayudan
a recuperar la microbiota perdida y a su vez mejorar la salud del suelo en
general (Afanador, 2017).

En Nicaragua al ser un pais predominantemente agricola existe una alta
dependencia de los fertilizantes quimicos debido a la poca oferta de bioinsumos
(biofertilizantes o bioplaguicidas) y los que hay en existencia se elaboran a nivel
artesanal por lo que no existen estudios que respalden la composicién exacta ni
el funcionamiento de estos. A pesar del interés que han generado los
bioinsumos todavia existe un bajo nivel de industrializacion por lo que no se
cuenta con un procedimiento patentado para la elaboracion de los bioinsumos a
escala piloto o industrial. Todo esto ha conllevado a que las instituciones
publicas que estan a cargo de regulacion de este tipo de productos establecieran
en el afo 2017 los requisitos que deben cumplir los biocinsumos para ser
certificados (NTON 11 048-16).

Frente a estas problematicas se ha demostrado en numerosas investigaciones
gue es posible obtener una asociacion de dos o0 mas poblaciones microbianas
de diferentes especies con el objetivo de aplicarlos en forma de inéculo debido a
su potencial biofertilizante. Entre se ellas se destacan, Lara y Negrete (2015)
quienes evaluaron la capacidad de solubilizar fosfatos de consorcios formados
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por bacterias nativas de los géneros Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp,
Pseudomonas luteola y Pantoea sp, con el fin de encontrar el mas eficiente.
Realizando pruebas de antagonismo entre las cepas para conformar los
consorcios y evaluar cualitativa y cuantitativamente la solubilizacion de fosfatos,
para asi preparar un bioinoculante que fue evaluado en semillas de plantas de
pasto angleton (Dichantium aristatum). Obteniendo como resultado un
incremento significativo en los parametros peso seco y area foliar usando el
consorcio microbiano, indicando mayor beneficio en comparacion con el control.

Por otro lado, Borda et al. (2009) realizaron un estudio para producir un
biofertilizante a partir de aislados de Azotobacter Nigricans, los cuales fueron
evaluados mediante una cinética de crecimiento y la cepa con mayor velocidad
se utilizé para la elaboracion de un biofertilizante por fermentacion discontinua.
La evaluacion preliminar del biofertilizante se realizé mediante su inoculacion en
un cultivo de S. rebaudiana Bert y el rendimiento se determind con base en la
produccion de biomasa y concentracion de glucosidos, su evaluacion en campo
mostrd una relacidn respuesta entre las dos variables estudiadas.

Farfan (2017) realiz6 una investigacion con el objetivo de identificar posibles
microorganismos viables en la formulacién de un bioinsumo fertilizante, aislando
bacterias nativas no patégenas de los suelos de cultivo con capacidad fijadora
de nitrogeno N, y movilizadora de fosforo P y potasio K, seleccionando tres
cepas evaluadas in vitro mediante la medicion de las concentraciones de N, P, y
K en los suelos inoculados.

Se debe destacar la investigacion realizada por Flores y Roque (2017) quienes
efectuaron el aislamiento de la diversidad microbiana cultivable de cuatro
bioinsumos comerciales producidos artesanalmente en Nicaragua, ademas de
caracterizar microbiolégica y molecularmente una parte de los microorganismos
aislados, con el fin de encontrar cepas nativas de Bacillus subtilis para ser
confrontadas frente a hongos fitopatdégenos, ya que diversos autores reportan su
actividad antifingica. A partir de la investigacion realizada por los autores antes
mencionados se obtuvo la base microbiana con la que desarrollé la presente
investigacion.

El presente trabajo investigativo se enfocd en el desarrollo de un proceso de
produccion a escala de laboratorio para un consorcio microbiano a partir de
microorganismos aislados de bioinsumos producidos artesanalmente. Para
lograr esto se realizd la identificacibn morfolégica y molecular de los
microorganismos que conformaban estos bioinsumos. Posteriormente se realizd
una seleccion de aquellos microorganismos que presentaran caracteristicas de
promocién del crecimiento vegetal conocidos como PGPR (Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria) y que no presentaran antagonismo in-vitro entre ellos
para llevar a cabo la formulacion del consorcio microbiano con las propiedades
de interés. Finalmente se evaluo individualmente la cinética de crecimiento
microbiano y estabilidad de cada uno de los microorganismos que conformaban
el consorcio microbiano formulado. Al realizar este estudio se pretende ser la
base de trabajos posteriores para escalar la produccion de este producto y
reemplazar con el tiempo o servir como complemento al uso de fertilizantes
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sintéticos y asi disminuir el impacto ambiental que causan, ademas de impulsar
el desarrollo de la industria biotecnolégica (hacia la industrializacion de los
bioinsumos) en el pais y obtener un producto que pueda competir con
estandares de calidad a nivel nacional.



OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Desarrollar el proceso de produccion para un consorcio microbiano a escala de
laboratorio con propiedades biofertilizantes a partir de microorganismos
previamente aislados de bioinsumos artesanales.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar morfolégica y molecularmente los microorganismos
previamente aislados a partir de bioinsumos artesanales.

Obtener una forma de asociacion de diferentes especies microbianas
(consorcio microbiano), realizando las pruebas requeridas de
antagonismo a nivel de laboratorio que muestren su convivencia.

Evaluar la cinética de crecimiento y la estabilidad individualmente de los
cultivos que forman parte del consorcio microbiano obtenido, escalando
su produccién de placa Petri a Shaker.



. MARCO TEORICO

3.1 Consorcio Microbiano

Consorcio microbiano es una asociacion natural de dos o méas poblaciones
microbianas, de diferentes especies, que actian conjuntamente como una
comunidad en un sistema complejo, donde todos se benefician de las
actividades de los demas. La asociacion refleja estilos de vida sinérgicos o
sintréficos (que significa “comiendo juntos”) en el que el crecimiento y el flujo
ciclico de nutrientes se conduce eficientemente y mas efectiva que en
poblaciones individuales (Ochoa y Montoya, 2010).

La produccion total de un consorcio depende de la combinacion de tareas
desempeiadas por los constituyentes individuales, es decir, por las poblaciones
microbianas involucradas. Otra importante caracteristica de los consorcios es su
habilidad para desempefiar funciones que requieren multiples pasos, mediante
especies microbianas especializadas (Brenner et al., 2008). Existe la posibilidad
de formar consorcios con Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
(RPCV) que interactien sinérgicamente, los estudios en esta area indican que
algunas mezclas de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal proveen
nutrientes a la planta, remueven productos inhibitorios y se estimulan unas a
otras mediante actividades fisicas o bioquimicas, que podrian aumentar algunos
aspectos benéficos de su fisiologia, como por ejemplo, la fijaciéon de nitrdgeno
(Fisher y Jofré, 2009).

3.2 Rizobacterias Promotoras del crecimiento vegetal (RPCV)

La expresion Rizobacterias Promotoras del crecimiento vegetal o Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR) por sus siglas en inglés fue acufiada por J. W.
Kloepper y M. N. Schroth en 1978, son bacterias que habitan la rizésfera y que
afectan positivamente el desarrollo de las plantas (Labra et al., 2012). Estas
bacterias tienen la capacidad de colonizar activamente el sistema radicular para
favorecer y/o mejorar su crecimiento y rendimiento (Berendsen et al., 2012). Las
RPCV (Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal) representan
alrededor del 2 al 5 % de las bacterias rizosféricas (Jha & Saraf, 2015). Las
siglas RPCV hacen referencia a todas las bacterias que son capaces de mejorar
el crecimiento de las plantas a través de uno 0 mas mecanismos. Los siguientes
géneros de bacterias han sido reportados como RPCV: Agrobacterium,
Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Caulobacter, Chromobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Klebsiella, Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia
(Ahmed & Holmstréom, 2014).

3.2.1 Mecanismos de accidn

Las RPCV (Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal) ejercen efectos
benéficos en las plantas a través de mecanismos directos e indirectos, o una
combinacion de ambos. Los mecanismos directos ocurren cuando las bacterias
sintetizan metabolitos que faciltan a las plantas, o bien cuando éstas
incrementan la disponibilidad de diferentes elementos nutritivos, requeridos para
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su metabolismo y para mejorar su proceso de nutricion. Entre los mecanismos
directos destacan: la fijacion de nitrogeno (N); la sintesis de fitohormonas,
vitaminas y enzimas, la solubilizacion de fésforo (P) inorganico y la
mineralizacion de fosfato orgéanico, la oxidacion de sulfuros, el incremento en la
permeabilidad de la raiz, la produccion de nitritos, la acumulacién de nitratos, la
reduccion de la toxicidad por metales pesados y de la actividad de la enzima
desaminasa del acido ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilico), la secrecion de
siderdéforos, la reduccion de los niveles de etileno en los suelos, y el incremento
de la permeabilidad de las raices (Moreno et al., 2018).

Mientras que, los mecanismos indirectos se caracterizan porque las RPCV
ocasionan la disminucion o eliminacion de microorganismos fitopatégenos, ya
sea a traveés de la produccién de sustancias antimicrobianas o de antibiéticos, de
enzimas liticas 0 una combinacion de éstas; por competencia de nutrimentos o
de espacio en el nicho ecoldgico, asi como por estimulacion de las defensas
naturales de la planta mediante mecanismos de biocontrol; la inducciéon de
resistencia sistémica (IRS) a un amplio espectro de organismos patégenos y la
produccion de sideréforos, como mecanismo para secuestrar el Fe disponible en
los suelos y con esto limitar el desarrollo y la presencia de dichos fitopatdégenos;
produccion de antibidticos y cianuros de hidrégeno que impactan sobre los
fitopatogenos; hidrdlisis de moléculas como el acido fusarico generado por éstos
para liberar 1-3-glucanasa, con la cual se inhibe el desarrollo de la pared fangica
de hongos como Phytium ultimum y Rhizoctonia solani (Moreno et al., 2018).

Una de las limitantes de las RPCV es que el efecto benéfico que promueven
sobre una determinada especie vegetal no es el mismo para otras plantas. En
relacion a lo anterior Xu et al. (2011) sefialan que el empleo combinado de
agentes de biocontrol, generalmente no debe recomendarse en la practica sin
contar con una clara comprension de sus principales mecanismos de control y
de su competitividad relativa. Para evitar lo anterior, a la fecha existe un sinfin de
reportes que clarifican acerca del tipo de RPCV, su efecto y los cultivos donde
éstas se pueden aplicar, ver ejemplos en la Tabla 1.

Tabla 1

Especies de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV) y sus
efectos en los cultivos en los que se han evaluado.

RPCV Efecto Cultivos

Azospirillum spp. ,
Azotobacter spp. ,

) Maiz, arroz,
Bacillus spp. , Q0. SOrdo
Burkholderia spp. , Biofertilizacién, Fijan N, 99, S0rgo,
cafna de
Gluconobacter .
azucar.
spp. ,

Herbaspirillun spp.




Continuacioén de la Tabla 1

Bacillis spp., Tomate,
Pseudomonas Tabaco,
spp., pepino,
Streptomyces Biocontrol (enfermedades, pimiento
spp., Paenibacillus patdégenos, insectos) morron,
spp., Enterobacter mani, alfafa,
spp., Azospirillum garbanzo,
spp. frijol, ciruelo.

Methylobacterium
spp. , Bacillus spp.
, Alcaligenes spp. ,

Pseudomonas (r:\;tgéche;,
Spp. , Variovorax Elongacion, crecimiento frijol ’mal')z/ |
spp. , Enterobacter ' ; ciias '
spp. , Azpsirillum th h y
spp. , Rhizobium chicharos.
spp. , Klebsiella
spp.
Aeromonas spp. ,
Agrobacterium
spp. , Alcaligenes
spp. , Azospirillum
spp. , Arroz,
Bradyrhizobium Productoras de fitohormonas, lechuga,
spp. , Comamonas [Acido-3-indol- trigo, soya,
spp. , Enterobacter acético,citoquininas,giberelinas] rabano,
spp. , Rhizobium colza, aliso.
spp. ,
Paenibacillus spp.
, Pseudomonas

spp. , Bacillus spp.
Fuente: Moreno et al. (2018)

3.3 Aplicacién de las rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (RPCV) en las especies vegetales.

Los mecanismos de accion de las RPCV, a través de los cuales favorecen el
incremento de la productividad agricola de diferentes regiones, desde un
enfoque sustentable, se describen en el siguiente apartado.



3.3.1 Biofertilizantes

Como una alternativa a los fertilizantes quimicos esta la posibilidad de utilizar
bacterias del suelo, que como parte de su metabolismo incrementan la fertilidad
y benefician a las plantas. Estas bacterias y otros microorganismos usados en la
fertilizacion de los suelos constituyen los biofertilizantes (Escobar et al., 2011).

Se entiende por biofertilizantes todos aquellos productos que contienen
microorganismos vivos, con capacidad para colonizar la rizésfera o el interior de
las plantas, que aplicados al suelo y/o a éstas, a través de la inoculacion,
pueden vivir asociados o0 en simbiosis con las especies vegetales y les ayudan a
su nutricién y proteccion, con ellos se pretende sustituir parcial o totalmente la
aplicacién de fertilizantes sintéticos, y reducir su efecto contaminante (Moreno et
al.,, 2018). A diferencia de los fertilizantes sintéticos y organicos, los
biofertilizantes no suministran directamente ningun elemento nutritivo a los
cultivos y éstos son bioproductos, elaborados principalmente a base de
bacterias. Armenta et al. (2010), describen que los microorganismos empleados
en los biofertilizantes se agrupan en aquellos que: a) tienen capacidad para
sintetizar sustancias que promueven el crecimiento de las plantas, a través de
varios procesos como fijacion de N, atmosférico, solubilizacion de Fe y P
inorgénicos, incrementan la tolerancia al estrés por sequia, salinidad, metales
toxicos y exceso de plaguicidas; b) son capaces de disminuir o prevenir los
efectos de organismos patdgenos; y ¢) cumplen ambas funciones — promueven
crecimiento e inhiben efectos de patdgenos, ejemplo Bacillus subtilis produce
auxinas para promover el crecimiento de tomate e induce resistencia sistémica
contra F. oxysporum, responsable de la marchitez y pudricién de sus raices.

La inoculacién de biofertilizantes que contienen bacterias rizosféricas ha
provocado incrementos significativos en la productividad de los cultivos agricolas
(Armenta et al.,, 2010). Esto se debe a que, las bacterias asociadas a las
especies vegetales poseen la capacidad de producir o generar reguladores de
crecimiento y aproximadamente el 80 % de éstas son productoras de auxinas.
En términos cuantitativos, la auxina de mayor importancia es el acido indol
acético (AlA), el cual es responsable de incrementar tanto el sistema radicular
como la absorcion de elementos nutritivos (Moreno et al., 2018).

Es importante destacar que muchos de estos microorganismos en ambientes
naturales no viven aislados, sino que forman parte de consorcios que tienen una
dinamica poblacional interna. La competencia por los recursos y la cooperaciéon
entre los microorganismos que integran un consorcio microbiano pueden
determinar el éxito de su desempefio biotecnoldgico (Subashchandrabose et al.,
2011).

3.3.1.1 Tipos de biofertilizantes

En la Tabla 2 se muestran los tipos de biofertilizantes que existen y algunos de
los principales microorganismos que se utilizan para conformarlos de acuerdo a
sus funciones. Se destacan los géneros de bacterias como Pseudomonas,
Azotobacter, Bacillus y Rhizobium (Afanador, 2017).
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Tabla 2

Principales tipos de biofertilizantes que existen y las especies microbianas que los conforman.

Fijadores N,

Movilizadores

Movilizadores de zinc y

Fijadores de PGPR* de fosfato potasio
fosfato (micorrizas)
Vida libre Simbiéticos Zinc Potasio
Achromo- Rhizobium sp Asperg_lllus niger A tobacter Glomus sp. Pseudomo- Bacillus
bacter (no virulento) nas spp. sp.
Bradyrhizo- . : Entrophospora  Bacillus Pseudo-
Acetobacter bi Trichoderma sp. Bacillus monas
ium sp sp. spp. sp
Alcaligenes Azolla Paecilomyces Agrqbacte- Acaulospora Rhizobium
sp. rium sp. sp.
Arthrobacter Bamllus Erwinia Escutellaspara
circulans sp.
Bacillus :
Azotobacter Alcaligenes
coagulans
Cyano_bacte- Torulospora Arthrobacter
ria globasa
- Pseudomonas Pseudomo-
Azospirillum
fluorescens nas
Thiobacillus o
(SOM) Rhizobium

PGPR*: Plant growth-promoting rhizobacteria
Fuente: (Afanador, 2017)



3.4 Cultivo de microorganismos en el laboratorio

Los estudios realizados en el area de microbiologia dependen de la capacidad
de cultivar y mantener microorganismos en un laboratorio y esto sélo es posible
si se dispone de los medios de cultivos adecuados. Un medio de cultivo es una
preparacion liquida o solida utilizada para el crecimiento, transporte, o
mantenimiento de microorganismos (Prescott et al., 2004).

Si se utilizan para el crecimiento, los medios de cultivo deben contener todos los
nutrientes esenciales para un microorganismo en concreto. Aungque todos los
microorganismos necesitan fuentes de energia, carbono, nitrégeno, fosforo,
azufre y varios minerales; la composiciéon precisa de un medio adecuado
dependera de la especie que se quiere cultivar, porque las necesidades
nutricionales varian considerablemente. Frecuentemente los medios se utilizan
para seleccionar y cultivar microorganismos especificos o para facilitar la
identificacion de una especie en particular, en estos casos la funcion de un
medio esta determinada por su composicién, y segun ella se dividen en medios
sintéticos o definidos cuando conoce su composicion quimica y en medios
complejos cuando estan compuestos de materiales complejos (peptonas,
extracto de carne y de levadura) (Prescott et al., 2004).

3.4.1 Siembra de microorganismos

La siembra o inoculacién consiste en introducir artificialmente una porcién de la
muestra o inéculo 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. La siembra 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 (Flores y Roque,
2017).

Existen diversos tipos de siembra de microorganismos de acuerdo al medio
utilizado y los requerimientos del microorganismo a estudiar. En Prescott et al.
(2004), se describen las técnicas de siembra mas comunes utilizadas en medios
solidos, las cuales son:

e Siembra en placa por extension: es una forma directa y facil de conseguir
colonias independientes, esto se logra al pasar un volumen pequefio de
una mezcla microbiana diluida en el centro de una placa de agar y se
extiende uniformemente sobre la superficie con un asa Drigalsky estéril, y
luego de su incubacion las células diseminadas sobre la superficie
desarrollaran colonias aisladas. EI nimero de colonias debe ser igual al
nimero de organismos viables de la muestra. Este tipo de siembra es
recomendado para microorganismos aerobios estrictos.

e Siembra en estrias: es otro tipo de siembra con el que se pueden obtener
colonias aisladas; esta técnica consiste en inocular la mezcla microbiana
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sobre un extremo de la placa de agar con un asa de siembra o un hisopo,
y se extiende formando estrias sobre la superficie en uno o varios
sentidos. Las células individuales se irdn desprendiendo del asa al frotarla
sobre la superficie y desarrollaran colonias aisladas.

e Siembra en profundidad: se emplea frecuentemente con bacterias y
hongos, ya que, también puede generar colonias aisladas. La muestra
original se diluye varias veces para reducir la poblacion microbiana, con el
fin de obtener colonias separadas. Luego se mezclan volimenes
pequeiios de las muestras diluidas con agar previamente fundido, antes
de mezclarlo se deja atemperar hasta aproximadamente 45 °C. Este
método se utiliza para microorganismos aerobios.

3.5 Identificacién de microorganismos

Los organismos vivos se pueden dividir en dos tipos celulares: eucariotas y
procariotas, estos dos tienen estructuras en comun como la membrana celular,
los ribosomas encargados de la sintesis proteica y el acido desoxirribonucleico
(ADN) portador de la informacién genética. Dentro de este esquema, las
bacterias son microorganismos unicelulares procariotas y se dividen en
eubacterias y arqueobacterias. Mientras que los organismos multicelulares,
animales y plantas, estan constituidos por células eucariotas. Los protistas, los
hongos y las algas que se organizan de forma unicelular, multicelular o en
colonias (como los protistas), también poseen células eucariotas (Pirez y Mota,
2006).

La deteccion, diferenciacion e identificacion de microorganismos puede
realizarse mediante numerosos métodos que incluyen: ensayos fenotipicos,
bioquimicos e inmunoldgicos y, en la actualidad, también se aplican, técnicas
moleculares. La identificacibn de microorganismos, cuando se basa
exclusivamente en caracteristicas fisioldgicas y bioguimicas, es intrinsecamente
ambigua. Es por esto que los métodos genotipicos (moleculares) son Utiles para
identificar microorganismos como complemento o alternativa a los métodos
fenotipicos; ademas de mejorar la sensibilidad y la especificidad del proceso de
deteccidn y reducen gran parte de la subjetividad inherente a la interpretacion de
datos morfolégicos y bioldgicos, ya que basicamente el ADN es invariante en
todo el ciclo de vida de los microorganismos, por lo tanto, los métodos
moleculares son generalmente aplicables (Rosell6 & Amann, 2001).

3.5.1 Morfologia bacteriana

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fision
binaria. La mayoria son de vida libre, a excepcion de algunas que son de vida
intracelular obligada. Tienen los mecanismos productores de energia y el
material genético necesarios para su desarrollo y crecimiento (Pirez y Mota,
2006).

Las caracteristicas fenotipicas clasicas de las bacterias comprenden
caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas. La morfologia de una
bacteria incluye caracteres celulares (forma, endospora, flagelos, cuerpos de
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inclusion, tincion Gram) y caracteres coloniales (color, dimensiones, forma). Las
caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas incluyen datos sobre el crecimiento a
diferentes temperaturas, valores de pH, concentraciones de sal o condiciones
atmosféricas (por ejemplo, aerébicos/anaerobicos), crecimiento en presencia de
varias sustancias como agentes antimicrobianos y datos sobre la presencia o
actividad de varias enzimas, metabolizacion de compuestos, etc. (Rosell6 &
Amann, 2001).

3.5.1.1 Macroscopica

La mayoria de las bacterias se multiplican rapidamente y son visibles como
colonias cuando se siembran en medios de cultivo solidos adecuados.
Requieren una incubacion de aproximadamente 24 horas en una atmdésfera que
favorezca su desarrollo a temperatura 6ptima. Una colonia esta constituida por
los descendientes de una o0 unas pocas células y sus caracteristicas dependen
de la movilidad de la bacteria (Pirez y Mota, 2006). Segun Pumarola et al.,
(1991), el tamafio asi como el aspecto, es bastante constante para cada género
y especie bacterianos y de ahi que puedan utilizarse como caracteristicas
diferenciales las siguientes cualidades:

e Tamarfo: puede ser puntiformes de alrededor de 1 mm de didmetro o
menor, medianas de 1 a 2 mm de diametro, grandes de 4 a 6 mm y
extendidas en velo invadiendo toda la superficie del medio de cultivo.

e Forma: se tienen en cuenta tanto los bordes (enteros, lobulados,
dentados, rizoides, etc.) como el espesor (planas, elevadas,
semiconvexas, semiesféricas, etc.)

e Superficie: puede ser lisa, rugosa, filamentosa, mucosa, seca, papilada,
umbilicada, etc.; quizés el caracter diferencial mas importante consista en
la separacion de las colonias lisas y rugosas. Las primeras traducen la
presencia de capsula u otros componentes superficiales que le dan el
aspecto compacto.

e Consistencia: puede ser dura y seca, friable y viscosa, y cremosa en
ocasiones. La mayoria producen colonias de consistencia mantecosa,
facilmente arrastrables por el asa de siembra.

e Transparencia y coloracion: son muy variables, pueden ser transparentes,
semitransparentes, translicidas y opacas. En ocasiones aparecen
pigmentadas con una coloracién blanca, amarilla, roja u otras por la
produccion de pigmentos por la propia bacteria, que al ser lipéfilos e
hidroéfobos no salen al exterior del medio de cultivo.

Algunos de estos aspectos morfolégicos de las colonias bacterianas se
representan esquematicamente en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica de la forma, superficie y bordes de
diferentes tipos de colonias bacterianas desarrolladas. Adaptado de (Pumarola

et al., 1991).
3.5.1.2 Microscopica

Las bacterias son células pequefias que solo se pueden visualizar con ayuda de
un microscopio o6ptico o electronico y aunque el tamafio de estas varia
enormemente de unas a otras, se puede establecer un patrén entre 0,5y 1 um
de ancho y 1-10 um de largo; su forma depende de la pared celular, la cual le
proporciona elasticidad y al mismo tiempo rigidez (Liébana, 2002). Basicamente
las tres principales formas de las bacterias son: esférica, cilindrica y helicoidal.

Se conocen con el nombre de cocos a las formas esféricas, se suelen presentar
perfectamente redondeadas en ocasiones y suelen mostrar variaciones
morfologicas, tales como, ovoideas, lanceoladas y reniformes. Segun la
orientacion de los planos de division de la bacteria y de la rapidez en separarse
las células hijas surgen distintos tipos de agrupaciones (Pumarola et al., 1991).
Estas pueden ser de dos en dos (diplococos), de cuatro en cuatro (tétradas), en
cadenas (estreptococos), en racimos (estafilococos) o en forma de cubos
(sacarinas) (Liébana, 2002).

Las formas cilindricas llamadas bacilos pueden ser rectas, incurvadas como
vibriones o ramificadas. La forma es variable y pueden sufrir ligeras
desviaciones de acuerdo con los bordes (paralelos, convergentes, convexos,
céncavos, etc.) y los extremos (redondeados, afilados o en escuadra). Como la
division de las bacterias tiene lugar por fision binaria transversal, la agrupacion
de los bacilos sélo puede ser en parejas (diplobacilos) o en cadenas
(estreptobacilos). También aparecen agrupaciones en empalizada o en L, V y
letras chinas (Pumarola et al., 1991).

También se presentan formas incurvadas, estos son elementos generalmente
aislados con una o varias curvaturas. Si presentan una sola, pueden adoptar
aspecto de coma (vibrios); a veces son varias en un solo plano, rigidas, y se
desplazan por flagelos (espirilos); en ocasiones se sitlan en planos distintos,
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son flexibles y se mueven por filamentos axiales (espiroquetas) (Liébana, 2002).
En la Figura 2 se muestran las principales formas de las bacterias.

A.Cocos

AN
0 go

Radondeados Ovoldeos Lam.ms Rennormes

Empaizadss  Estreptobacios

Figura 2. Tipos de bacterias segun su morfologia microscépica. Adaptado de
(Liébana, 2002).

Las bacterias pueden observarse al realizar un examen en fresco si se las
coloca en glicerol o soluciones no acuosas que aumenten el indice de refraccion;
sin embargo, esta técnica no es muy utilizada por lo que solo se puede verificar
la existencia de estas y la capacidad de moverse. También se pueden observar
al realizar tinciones usando distintos colorantes que presentan una afinidad por
las estructuras bacterianas, ya que, son cationicos y son atraidos por los
componentes de carga negativa como los acidos nucleicos y los polisacaridos,
ejemplo de este tipo son: el azul de metileno, el cristal violeta y la safranina.
Estas tinciones se pueden dividir en simples, diferenciales y especiales. Las
primeras permiten observar la existencia de bacterias, su morfologia, su
agrupacion, la presencia de esporos Yy la existencia de otros tipos celulares. Las
diferenciales como la tincibn de Gram y la de Ziehl Nielseen ademas de lo
anterior, permiten la diferenciaciébn de las bacterias porque usan diferentes
colorantes que se comportan distinto segun el microorganismo en cuestién. Por
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altimo, las tinciones especiales se usan para objetivar distintas estructuras como
la capsula, el nucleo, los flagelos, los esporos, etc. (Pirez y Mota, 2006).

e Tincién Gram

La coloracién o tincion Gram es la mas usada en bacteriologia, es una tincion
diferencial, dado que las bacterias pueden clasificarse segin su respuesta en
Gram positivas o Gram negativos. Las primeras se tifien de color azul violeta y
las segundas adquieren un color rosado o rojo (Pirez y Mota, 2006). Este
proceso se inicia fijando la muestra por calor y luego se aflade un colorante, el
cristal violeta, que tifie todas las bacterias del medio. Tras ello se fuerza la
coloracién con un mordiente de yodo. A continuacion, se usa un decolorante,
alcohol acetona, que hace perder el cristal violeta a los Gram negativos. En ese
instante, las Gram positivas mantienen el color violeta, pero los Gram negativos
no se ven al no estar coloreadas. Para visualizarlas se usa el colorante de
contraste, generalmente safranina o fucsina, que las tifie de rojo (Liébana,
2002), este proceso se resume en la Figura 3.

Grampositivas Gramnegativas
Staphylococcus aureus Escherichia coli
000 =
: ; LXK = - &G
Paso 1 Cristal violeta coseae
Qo0
Paso 2 Solucién S - @@
yodada 908 8
Paso 3 Decolorante B o o o
(alcohol 0 acetona)  F55S (e,
(XX
: ;
Paso 4 Rojo safranina v}:{’:: &

Figura 3. Método de tincién de Gram. Adaptado de (Murray et al., 2013).

La diferente reaccion de las bacterias a la coloracion de Gram se relaciona con
las diferencias fundamentales de la envoltura celular de estas dos clases de
células. Las bacterias Gram positivas se tifien de violeta porque el colorante
gueda atrapado en una gruesa capa de peptidoglicanos a modo de malla
entrelazada, que rodea a la célula, mientras que, las bacterias Gram negativas
poseen una capa de peptidoglicanos mas delgada, que no retiene el cristal
violeta, de forma que las células se tifien con la safranina empleada como
contraste y se ven rojas (Murray et al., 2013).

3.5.2 Morfologia de los hongos

Los hongos poseen una estructura celular eucariota y por sus caracteres
morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y ecoldgicos conforman un nuevo reino,
Fungi; son hetero6trofos, es decir, necesitan de compuestos organicos como
nutrientes, poseen una pared rigida y se reproducen de forma sexual o
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asexualmente (Pumarola et al., 1991). Pueden ser unicelulares o multicelulares.
El agrupamiento mas sencillo, basado en la morfologia divide a los hongos en
levaduras y mohos, estos Ultimos también se denominan como hongos
filamentosos. Las levaduras son unicelulares y se pueden definir
morfolégicamente como células que se reproducen mediante gemacioén o fision
binaria, de manera que una célula progenitora 0 madre desprende una porcion
de si misma para producir una célula descendiente o hija; las levaduras
producen colonias redondeadas, palidas o mucoides en agar (Murray et al.,
2013).

Los hongos filamentosos son multicelulares y estan formados por estructuras
tubulares llamadas hifas, que son sistemas tubulares comunicantes vy
ramificados, con muchos nucleos en el citoplasma, rodeado de una pared celular
Unica y rigida; es una estructura cenocitica. Las hifas pueden ser septadas (con
paredes 0 septos que pueden poseer agujeros), algunas hifas tabicadas tienen
estructuras especiales llamadas fibulas o conexiones en grapas, otro tipo de hifa
son las sifonadas (Pumarola et al., 1991); normalmente se desarrollan a partir de
esporas, aunque también pueden originarse a partir de fragmentos de otras
hifas, y crecen depositando nuevos materiales en su extremo, ramificandose con
mucha frecuencia hasta generar una marafa de filamentos que constituyen el
micelio, el cual en medios de cultivos sdlidos y sobre cualquier superficie que se
desarrollen (p. ej., frutas y alimentos), producen colonias algodonosas o
pulverulentas que son muy caracteristicas. En una colonia de un hongo
filamentoso se produce una diferenciacion de las funciones, de tal forma que el
micelio vegetativo es aquel que penetra en el sustrato para obtener nutrientes,
mientras el que se proyecta por encima del sustrato se llama micelio aéreo o
reproductor, porque tiene la misién reproductora o de dispersion de la especie
mediante esporas (Liébana, 2002). El proceso de formacion de una colonia de
un hongo filamentoso se muestra en la Figura 4.

)
Q
Q &
QC

Micelo ~—

Figura 4. Formacion de una colonia por un hongo filamentoso. En los cuadros se
muestran los tipos de hifas, y el micelio vegetativo y reproductor. Adaptado de
(Liébana, 2002).
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Por su forma y superficie se distinguen diversos tipos de esporas como
esféricas, cilindricas, poliédricas, ovaladas, falciformes, aciculares, verrugosas,
espinosas, lisas y fabeadas, tal como se muestra en la Figura 5. Pueden ser
pigmentadas y proporcionar un determinado y caracteristico color a la colonia o
talo del hongo. Si se originan en el interior de una hifa se denominan internas y
son externas si surgen en la superficie por un proceso directo de gemacion y
diferenciacion en los extremos de la hifa o sobre formaciones llamadas cuerpos
fructiferos. Las esporas son elementos de desarrollo y resistencia, y pueden
tener caracter sexual o asexual (Pumarola et al., 1991).

Esférica Cilindrica

Faiciforme

Acicular Verrugosa Espinosa Lisa Fabeada

Figura 5. Formas y superficie de las esporas asexuales. Adaptado de (Pumarola
et al., 1991).

La identificacion de las levaduras, como la de las bacterias, implica la realizacion
de pruebas bioquimicas y el estudio de sus caracteristicas macroscépicas y
microscopicas. Sin embargo, los hongos filamentosos se identifican sobre la
base de su aspecto fisico, que incluye las caracteristicas de las colonias y las
esporas reproductivas (Tortora et al., 2007). Segun Ochei & Kolhatkar (2000), se
describen los caracteres que definen la morfologia de las colonias formadas por
los hongos filamentosos:

e Forma: puede ser circular, irregular, filamentosa.

e Elevacion: las colonias pueden ser planas y extendidas, elevadas y
limitadas, umbilicadas.

e Margen: entero, lobulado, desflecado, rizoide.

e Superficie: plegadas o arrugadas, estriadas, con surcos radiados,
cerebriformes.

e Textura: granulosa, pulverulenta, vellosa, lanosa, aterciopelada,
algodonosa, sedosa o cerosa.

e Tamafo: pueden presentar un crecimiento limitado o uno invasivo.
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e Color: el color puede ser blanco, gris, crema, beige, naranja péalido,
marron, morado oscuro o verde.

e Pigmentos difusos: los pigmentos producidos por los hongos se pueden
ver en el reverso de la placa como los colores beige, naranja palido,
amarillo intenso, gris, marroén o rojo.

La observacion de estas caracteristicas, complementada con la tasa de
crecimiento y el aspecto microscopico ayudan en la identificacion de los hongos
filamentosos (Ochei & Kolhatkar, 2000).

3.5.3 Identificacion molecular de los microorganismos

Los métodos de identificacion genotipicos o moleculares surgen para solventar
los problemas presentados por los sistemas de identificacién fenotipica, y por lo
tanto se han erigido como procedimientos complementarios, alternativos o
incluso de referencia a los fenotipicos (Bou et al., 2011). Las técnicas del ADN
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 estudiando la secuencia total de nucledtidos del genoma del
microorganismo (Herrera, 2005).

Actualmente se utilizan los estudios del ARNr 16S o 18S, porque son secuencias
gue 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
ARN ribosomico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas, es un polirribonucleétido
codificado por el gen rrs o ADN ribosémico ARNr 16S (ADN 16S) incluido en la
subunidad 30S del ribosoma bacteriano (Bou et al., 2011). En eucariotas el
ARNr 18S es la macromolécula equivalente. Dado que los ARNr 16S y 18S
proceden de las subunidades pequefias de los ribosomas, el acrénimo ARNr
SSU (del inglés, small subunit) se utiliza para ambos (Rodicio y Mendoza, 2004).
La identificacion mediante el ARNr 16S se fundamenta en su secuencia, el cual
forma aproximadamente 1500 pb, este tamafio proporciona suficiente
polimorfismo interespecifico para diferenciar y establecer medidas estadisticas
validas, ademas de actuar como un cronometro molecular al presentar un alto
grado de conservacion (Bou et al., 2011).

El estudio molecular para diversas especies de hongos se puede llevar a cabo a
travées del andlisis de los espacios transcriptos internos, ITS (Internal
Transcribed Spacer) u otras regiones variables de genes conservados. En los
hongos el ADN que codifica para el ARN ribosomal est4 organizado en unidades
gue se repiten cientos de veces a lo largo del genoma. Cada unidad esta
formada por tres genes uno que codifica la subunidad 18S, uno la subunidad
5.8S y otro que codifica para subunidad 26S. Estos genes estan intercalados por
secuencias no codificantes, denominadas ITS1 e ITS2; a su vez, cada unidad se
separa de la otra por una regién denominada IGS (Inter Genetic Spacer),
intercalada por el gen 5S (Gonzalez, 2014). En particular la region ITS (ITS1 e
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ITS2) representa una secuencia de bases suficientemente variable para
comparar entre si taxones cercanos (Llorens et al., 1997).

3.5.3.1 Fundamentos de la identificacién molecular

Las técnicas de identificacion molecular mediante el analisis del ARNr 16S y
otros genes, se basan en la amplificacion gendmica y en la secuenciacién de
esos genes o0 sus fragmentos. EI 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 identificacion molecular (Bou
et al., 2011). A continuacién, se describen las etapas metodoldgicas (Figura 6) a
considerar en la identificacion molecular.

Sustrato
Aislamiento/muestra clinica

l

Extraccion de ADN

Voo 4

Mezcla de los componentes
de la reaccion de amplificacion

l =

Amplificacion del ADNr 16S ‘
(completo o parcial) 1\1 S

l

Secuenciacién del amplicén

Analisis de la secuencia

— Correccidn de errores
— Comparacién con otras secuencias
— Trazado del arbol filogenético

2R’

TKa™ o o OoL

Figura 6. Etapas a seguir en el proceso de identificacidon bacteriana mediante
secuenciacion del ARNr 16S. Adaptado de (Rodicio y Mendoza, 2004).
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e Extracciéon del 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 o de matrices, en el caso de tratarse de una muestra alimentaria o
ambiental (Bou et al., 2011). Dependiendo del tipo microorganismo se pueden
aplicar modificaciones que simplifiquen u optimicen la extraccion cromosémica.

e Amplificacion

El ADN extraido se utiliza como molde para la amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de una secuencia del ARNr 16S con un rango de
tamano entre 500-1500 pb, o de otro tamafio si se analizan otros genes. Esta
etapa se realiza en un termo reciclador y para confirmar una amplificacion
Optima, es imprescindible la electroforesis del producto de PCR en gel de
agarosa. Se debe observar una sola banda (perteneciente a un Unico amplicon)
con el tamafio adecuado. En el caso de amplificarse un amplicon con el tamafio
deseado y otro con diferente tamafio, pueden utilizarse diferentes opciones:
extraccion del amplicon deseado del gel de agarosa, modificacion de las
condiciones de PCR o utilizacién de nuevos cebadores (Bou et al., 2011).

e Secuenciacion del amplicon

La secuenciacion es un proceso analogo a la PCR, que utiliza el ADN como
molde pero que los cebadores directo y reverso actlan 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 afladen 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 tamafnos. Cada base (adenina, timina, guanina y citosina) se marca
con un fluorocromo diferente que absorbe a diferente longitud de onda,
detectandose posteriormente (Bou et al., 2011).

Los terminadores no incorporados se eliminan mediante la purificaciéon 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 elucidon) 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) (Bou et al.,
2011).

e Anadlisis de secuencias

La observacion del electroferograma (secuencias de bases ofrecidas por los
secuenciadores) constituye el primer paso del andlisis de las secuencias.
Algunas veces se producen errores entre el electroferograma y la secuencia; por
ejemplo, asignacion de dos T existiendo 3, o posiciones ambiguas (N). Para
resolver estas situaciones se reedita visualmente el electroferograma y se
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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 andlisis. En ocasiones se hace necesaria la repeticion del ensayo debido
a que el microorganismo inicial no se encontraba en cultivo puro, por baja
concentracion del extracto cromosomico o del producto de PCR, etc. (Bou et al.,
2011).

Por ultimo, se realiza la comparaciéon de la secuencia en estudio con las
depositadas en bases de datos. La comparacién de las secuencias del gen
ARNr 16S permite establecer relaciones filogenéticas entre organismos
procariotas y de forma similar la region ITS permite hacer lo mismo en
eucariotas, esto ha traido una gran repercusion en la taxonomia microbiana, ya
que ha dado lugar al sistema de clasificacién actual que ha permitido la
identificacion rapida y precisa tanto de procariotas como de eucariotas (Villota,
2013). Actualmente existen distintas bases de datos, algunas publicas como
GenBank NCBI (National Center for Biotechnology Information), la cual es una
de las que presenta mayor numero de consultas por su gran versatilidad en
organismos, origenes, genes, tipo y numero de secuencias depositadas (Bou et
al., 2011).

e Construccién 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 de 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, 2005).

Al finalizar el andlisis de las secuencias se procede a la construccion de un arbol
filogenético, que refleja de forma esquematica el grado de parentesco genético
entre los microorganismos comparados (Rodicio y Mendoza, 2004). Los arboles
filogenéticos permiten esquematizar las relaciones jerarquicas que surgen entre
los microorganismos a través de la evolucion. 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 comudn 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. 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 taxonOmicas operacionales (OTUs; especies o poblaciones) o
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secuencias de ADN (o aminoacidos), 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 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 evolucion
minima (ME), método de distancia de Wagner (DW), método Neighborliness
(ST), método Neighbor-Joining (NJ) (Sandria, 2003).

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, el arbol se construye
considerando las relaciones evolutivas de OTUs o secuencias de ADN en cada
posicion de caracter o nucleétido. Los principales métodos usados para la
construccion de los arboles en esta categoria son, método de maxima
parsimonia (MP), método de parsimonia evolutiva (EP), método de méaxima
probabilidad (ML) (Sandria, 2003).

3.6 Antagonismo microbiano

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de microorganismos
en los ecosistemas, tales como sinérgicas, antagonicas, de competencia fisica y
bioguimica, moduladas por mdultiples y complejos factores bibticos y abioticos.
En la rizésfera, uno de los principales sitios donde se presentan
microorganismos, especialmente funcionales, como fijadores de nitrdgeno,
solubilizadores de fosfatos, promotores del crecimiento vegetal, biocontroladores
y especies patogénicas, normalmente, compiten por espacio y por nutrientes.
Estas interrelaciones entre microorganismos inciden en la interaccion suelo-
planta-microorganismos-ambiente y repercuten, de forma directa, de forma
indirecta, en el crecimiento y en el desarrollo de las especies vegetales (Cano,
2011).

De acuerdo con lo anterior el antagonismo es un proceso natural entre
comunidades microbianas y se caracteriza por la inhibicién, deterioro o muerte
de alguna especie de microorganismos por la accién 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). Es importante comprender el mecanismo
de accion de los antagonistas para un mejor uso de los mismos. Hasta ahora,
los conocimientos sobre los mecanismos de accion involucran: la antibiosis,
competencia por los nutrientes y espacio, interacciones directas con el patdgeno
(micoparasitismo y lisis enzimatica) e induccion de resistencia. En general, los
antagonistas no tienen un Unico modo de accion y la multiplicacion de éstos es
una caracteristica importante para su seleccion como agentes de control
biolégico (Larrea, 2001). A continuacion, se describen tres de estos
mecanismos:

e La antibiosis se define como la inhibicibn o destruccion de un
microorganismo por sustancias como metabolitos especificos o
inespecificos, agentes liticos o enzimas que son producidas por otro
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microorganismo. Ciertos microorganismos comienzan a producir
antibioticos solo cuando hay disponible una cantidad sustancial de
sustrato, principalmente carbono, pero otros microorganismos comienzan
a producir antibidticos cuando la disponibilidad del sustrato disminuye. Se
piensa que esta estrategia sirve para extender la actividad general de
ciertos microorganismos al evitar que otros microorganismos utilicen la
cantidad restante de sustrato (Jamalizadeh et al., 2011).

e El mecanismo de competencia, constituye uno de los mas importantes.
Este puede definirse como el comportamiento desigual de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacién
del mismo por uno de los organismos reduzca la cantidad disponible de
los demas. Un factor esencial para exista competencia es la escasez o
limitacién de un elemento porque si hay exceso no hay competencia. La
competencia mas comdn es por nutrientes (carbohidratos, nitrégeno,
oxigeno) o espacio (Larrea, 2001).

e Un tipo de interaccion directa entre los antagonistas y los patdgenos es el
parasitismo, este se define como la accion de un microorganismo
parasitando a otro y puede ser definido como una simbiosis antagénica
entre organismos. Este consiste en la utilizacién del patégeno como
alimento por su antagonista. Generalmente, estan implicadas enzimas
extracelulares como, quitinasa, celulasa, B1, 3-glucanasa y proteasa
(Larrea, 2001).

3.7 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 discontinuo y en sistemas abiertos, como el cultivo
continuo (Scragg, 1996).

3.7.1 Crecimiento microbiano en cultivo discontinuo

El crecimiento de una poblacién microbiana se estudia analizando la curva de
crecimiento de un cultivo microbiano. Cuando los microorganismos se cultivan
en un medio liquido, normalmente se trata de un cultivo discontinuo o en sistema
cerrado, debido a que no se afiade mas cantidad de medio que la inicial, en
consecuencia, las concentraciones de nutrientes disminuyen y las de residuos
aumentan. Se puede representar el crecimiento de microorganismos que se
multiplican por fision binaria como el logaritmo del niumero de células frente al
tiempo de incubacion. La curva resultante tiene cuatro fases diferentes, tal como
se muestra en la Figura 7 (Prescott et al., 2004).
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Figura 7. Fases del crecimiento bacteriano. Adaptado de (Murray, 2013).
e Fase de latencia o de retraso (lag)

La fase de latencia es el tiempo necesario para que las bacterias se adapten al
nuevo medio donde se siembran, caracterizandose por ser un periodo de escasa
o nula divisién celular (Pumarola et al., 1991). 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 DNA 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 acumulacion de metabolitos toxicos para las células, éstas requeriran
mayor tiempo para reiniciar el crecimiento activo y presentaran una fase lag
larga. Sin embargo, si las células provienen de un medio idéntico y han sido
obtenidas de un cultivo joven o en fase de crecimiento exponencial, la fase de
latencia sera corta o inexistente (Apella y Araujo, 2005).

e Fase exponencial o logaritmica

Frecuentemente se habla de esta fase como la de “crecimiento equilibrado”,
donde la sintesis de todos los constituyentes celulares aumenta con rapidez
constante, de modo que la poblacibn de células se duplica y continla
duplicandose a intervalos regulares (Scragg, 1996). Durante esta fase la
poblacién total es casi uniforme en lo que se refiere a composicion quimica de
las células, actividad metabdlica y otros caracteres fisiolégicos, ademas las
células son viables y su tamafio es constante (Apella y Araujo, 2005); también
se deben considerar que esta fase de desarrollo logaritmico esta mediatizada
por una serie de factores limitantes, tales como, la velocidad de difusion
osmodtica, la concentracion del sustrato, la presencia de oxigeno y la temperatura
(Pumarola et al., 1991).

e Fase estacionaria

La fase estacionaria se presenta como consecuencia del agotamiento de
nutrientes o la acumulacion de productos téxicos del metabolismo, lo cual
disminuye la velocidad de crecimiento hasta que llega a detenerse. La transicion
entre la fase exponencial y estacionaria implica una etapa de crecimiento
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desequilibrado, durante el cual los componentes celulares son sintetizados a
diferentes velocidades. En consecuencia, las células en fase estacionaria tienen
una composicion quimica diferente a la de las células en fase exponencial. El
numero de células viables permanece constante, porque mientras algunas de
ellas se dividen otras mueren, este hecho puede ser el resultado del equilibrio
entre la division y la muerte de células o simplemente, que la poblacion deje de
dividirse, aunque siga metabdlicamente activa. Esta etapa puede extenderse
desde horas hasta varios dias dependiendo de la especie bacteriana (Apella y
Araujo, 2005).

e Fase de muerte

Si la incubacion 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 acompara de lisis celular que se manifiesta por una
disminucién del nimero de células viables y masa celular. Cuando no hay lisis,
el namero de células viables decrece mientras que la masa celular permanece
constante (Apella y Araujo, 2005).

3.7.2 Medicién del crecimiento microbiano

La medicién del crecimiento microbiano implica distinguir entre el niumero de
células viables y el nUmero 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 (Apella y Araujo,
2005). En la Tabla 1, se muestran algunas de las técnicas empleadas.

Tabla 3
Métodos empleados para determinar el crecimiento microbiano.

Determinacién del nimero de células Determinacién de la masa celular
Vivas y muertas Vivas Directos Indirectos
Recuento en Recuento en Determinacion - ,
. S Turbidimetria
camara medio solido de peso seco
Recuento indirecto  Filtracidon sobre Estimacion de  Acumulacion de
en portaobjetos membrana proteinas metabolito
Contador
... Consumo de un
automatico de .
¢ nutriente
particulas

Nefelometria
Fuente: (Apella y Araujo, 2005).
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El método utilizado con mas frecuencia para la medicion de poblaciones
bacterianas es el recuento en placa o en medio solido. Una ventaja importante
de esta técnica es que mide el numero de células viables. Una desventaja es
gue se requiere bastante tiempo, por lo general 24 horas o mas, para que se
formen colonias visibles. El recuento en placa se basa en la suposicion de que
cada bacteria crece y se divide para producir una sola colonia. Esto no siempre
es cierto porque las bacterias con frecuencia crecen unidas en cadenas o como
grumos. Por consiguiente, a menudo una colonia no se produce como resultado
de una Unica bacteria sino de segmentos cortos de una cadena o de un
agregado bacteriano. Para reflejar esta realidad los recuentos en placa suelen
informarse como unidades formadoras de colonias (UFC) (Tortora et al., 2007).

Cuando se realiza el recuento es importante que sélo crezca un numero limitado
de colonias, cuando hay demasiadas colonias algunas células se encuentran
apifiadas y no pueden desarrollarse; esta situacion es causa de inexactitudes en
el recuento. Por este motivo el indculo original se diluye varias veces en un
proceso denominado dilucion seriada, con el fin de asegurar que algunos
recuentos estén dentro de esos limites (Tortora et al., 2007).

Los métodos basados en la determinacion de la turbidez son Uutiles para
establecer la masa celular. 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 nimero 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 numero de células cambia si el
tamafio o la forma de ésta cambian durante el crecimiento del cultivo (Scragg,
1996).

La absorbancia se utiliza para graficar el crecimiento bacteriano, cuando las
bacterias estdn en fase exponencial de crecimiento o de declinacién la
representacion de la absorbancia frente al tiempo forma una linea recta. Si las
lecturas de absorbancia son compatibles con el recuento en placa se puede
utilizar en estimaciones del nimero de bacterias obtenidas por turbidimetria.
Para que puedan visualizarse las primeras trazas de turbidez debe haber mas
de un millén de células por mililitro y se precisan de 10 a 100 millones por
mililitro para que la suspensiéon sea lo bastante turbia para ser medida por el
espectrofotometro (Tortora et al., 2007).
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IV. METODOLOGIA

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar un proceso de produccion de
un consorcio microbiano a escala de laboratorio con propiedades biofertilizantes,
a partir de microorganismos aislados de bioinsumos artesanales, los cuales se
obtuvieron como resultados de Flores y Roque (2017). A continuacion se
describen los procedimientos que se llevaron a cabo para la obtencion del
consorcio microbiano.

4.1 Ubicacion del estudio

El desarrollo del proceso de produccion, a escala de laboratorio, para el
crecimiento de un consorcio microbiano con propiedades biofertilizantes a partir
de bioinsumos artesanales, se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia del
Programa de Investigacion, Estudios Nacionales y Servicios del Ambiente
(PIENSA), ubicado en el Recinto Universitario Simén Bolivar, en la Avenida
Universitaria, Managua, Nicaragua, localizada geograficamente en las
coordenadas UTM 12.1435887-86.2675189.

4.2 Caracterizacion morfoldgica y molecular de los
microorganismos aislados de bioinsumos artesanales

En esta etapa se caracterizaron 29 microorganismos (23 bacterias y 6 hongos
filamentosos) los cuales fueron aislados por Flores y Roque (2017) a partir de 4
muestras de bioinsumos artesanales. La caracterizacion morfolégica se realizé a
través de observaciones macroscopicas y microscopicas, mientras que la
identificacion molecular se realiz6 por medio de técnicas moleculares mediante
el analisis del ADN ribosomal 16S para bacterias e ITS 1-ITS 4 para hongos.
Esto permitié identificar molecularmente 17 bacterias y 6 hongos filamentosos,
debido a que 6 bacterias ya habian sido identificadas hasta nivel de especie por
Flores y Roque (2017).

4.2.1 Conservacion de los microorganismos aislados de bioinsumos
artesanales

La conservacion de los 29 microorganismos se llevo a cabo por medio del
método de transferencia periddica. Este método consiste en transferir el cultivo a
un medio de cultivo nutritivo y fresco a intervalos que asegure la viabilidad del
mismo (Hernandez y Loaiza, 2014). En esta investigacion la transferencia de los
microorganismos se efectué cada 30 dias utilizando dos medios de cultivos
especificos, Agar Miller (LB) para bacterias y Agar papa Dextrosa (PDA) para
hongos (Figura 8A), y se almacenaron en un refrigerador a una temperatura de
10° C. Las relaciones requeridas para la preparacién de los medios de cultivos
segun las especificaciones del fabricante son:

e Agar Miller (LB): se agregaron 40 gramos por litro de agua destilada.

e Agar papa Dextrosa (PDA): se agregaron 39 gramos por litro de agua
destilada.
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Una vez disueltos en agua destilada, los medios de cultivo se sometieron a un
calentamiento hasta llegar al punto de ebullicion en el Hot Plate CORNING PC-
620D (Figura 8B), posteriormente se dosificaron 10 mL en tubos de ensayos,
los cuales fueron esterilizados por medio de calor humedo en el autoclave
YAMATO SQ810C a 121° C durante 15 minutos a una presion de 121 kPa. Se
utilizé una cinta adhesiva para el control de la autoclave, que cambia su color al
alcanzar los 121° C indicando una correcta esterilizacion (Figura 8C). Finalizada
la esterilizacion, los medios se vertieron en las placas de Petri en la proximidad
de la llama del mechero y se dejaron enfriar a temperatura ambiente (Figura
8D). Los medios, una vez esterilizados se conservaron en refrigeracion a una
temperatura de 10° C (Flores y Roque, 2017).
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Figura 8. Preparacion de los medios de cultivo. A) Medios de cultivo comerciales
en sus envases; B) Calentamiento del medio de cultivo en el Hot Plate; C)
Esterilizacién en el autoclave a 121° C durante 15 minutos; D) Placas Petri con
el medio de cultivo solidificado. Fuente: Propia.

La transferencia periddica (siembra) de los microorganismos aislados (bacterias
y hongos), se llevé 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 (Figura 9), y se utilizo
con el objetivo de obtener y mantener los cultivos puros, el procedimiento a
seguir fue el descrito por Sanz (2011):

e 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 de esto se tomo un indculo de la muestra y se transfirid a un
area pequefa de la superficie de la placa, préxima al borde, luego el
indculo se extendié formando estrias muy juntas sobre la superficie de
una porcion pequefia de la placa.

e Una vez finalizado el paso anterior se flame6 de nuevo el asa y se dejo
enfriar, el inéculo tomado fue obtenido mediante el rozamiento del asa de
siembra con las estrias sembradas la primera vez, la segunda tanda de
estrias se realizo sobre una porcién virgen de la placa.
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e Posteriormente el asa fue flameada y enfriada una tercera vez, y se repitio
exactamente lo antes descrito, pero utilizando como in6culo la segunda
tanda de estrias.

e Para finalizar el agotamiento por estrias de nuevo se flamed y se dejo
enfriar el asa de siembra, repitiendo el mismo procedimiento empleando
como indculo la tercera tanda de estrias, por ultimo, se flameo el asa, se
tapd la placa de Petri y se incub6 en posicion invertida.

Para la incubacion de las bacterias se utilizo la incubadora MEMMERT a una
temperatura de 35° C, en la cual se dejaron crecer durante 24 a 48 horas, siendo
estas las condiciones necesarias para el crecimiento de las bacterias (Aquiahuatl
y Pérez, 2004).

Figura 9. Método de siembra de bacterias por agotamiento de estrias. Fuente:
Propia.

Para los hongos filamentosos se tom6 una parte del micelio con palillos de
madera o hisopos estériles cerca de la llama del mechero (Figura 10A), luego la
muestra extraida se coloco en el centro y en los cuatro puntos cardinales de la
placa de Petri que contenia el medio PDA (Figura 10B). Finalmente se dejaron
crecer en posicion invertida a una temperatura de 28° C a 30° C durante 3 a 5
dias (Figura 10C) (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, debido a que las esporas son altamente contaminantes.
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Figura 10. Siembra de hongos filamentosos. A) Toma de muestra del micelio; B)
Deposito de la muestra en el medio PDA; C) Crecimiento del hongo después de
5 dias. Fuente: Propia.

4.2.2 Caracterizacion morfolégica de los microorganismos aislados de
bioinsumos artesanales

La identificacion morfol6gica de los microorganismos transferidos a medios de
cultivos frescos, se realizé por medio de la observacion de sus respectivas
caracteristicas macroscoépicas y microscopicas. La caracterizacibn macroscopica
de los hongos y bacterias se realizé mediante la descripcidon de las
caracteristicas que presentaban sus colonias. En el caso de las bacterias se
describieron los caracteres que las definen como su forma, borde, superficie,
consistencia, transparencia y coloracion. Mientras que los hongos filamentosos
se les describié 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 caracterizacion microscopica de las bacterias se realiz6 por medio de
la observacion de la morfologia bacteriana utilizando el método de tincion
diferencial de Gram, mientras que para los hongos filamentosos se efectud una
observacion de esporas (Flores y Roque, 2017).

Para llevar a cabo las pruebas de tincion diferencial de Gram para bacterias, se
utilizaron cultivos con 24 horas de crecimiento, y los pasos a seguir fueron: la
preparacion y fijacion del frotis, para esto los portaobjetos se lavaron y secaron
con papel toalla para etiquetarlos. Inmediatamente en el centro del portaobjetos
limpio se colocé una gota de agua destilada estéril. Posteriormente el asa de
siembra se esterilizé con la llama del mechero y se dejé enfriar con el fin de
evitar que los microorganismos sean destruidos. Una vez fria se tomo
cuidadosamente una pequefia muestra de la colonia, la cual se mezcl6é con la
gota de agua destilada estéril y se extendié suavemente sobre el portaobjetos
para facilitar su secado (Figura 11A) (Aquiahuatl y Pérez, 2004).

La preparacion se fij6 al calor pasando el portaobjetos por la llama del mechero
dos veces durante uno o dos segundos (Figura 11B). Si la preparacion no esta
convenientemente fijada, las bacterias no se adheriran al vidrio y se perderan
durante el proceso de tincion. Por el contrario, una exposicion excesiva al calor
lleva a la ruptura o distorsion de las bacterias (Sanz, 2011). Una vez listos los
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frotis se procedio a realizar la tincion diferencial de Gram mediante la aplicacion
de colorantes y decolorantes por tiempos determinados en el siguiente orden:
cristal violeta durante 1 minuto, yodo-lugol por 30 segundos, alcohol-acetona
durante 15 segundos y por ultimo Safranina por 1 minuto (Figura 11C). Al
finalizar la aplicacién de cada uno de los reactivos se lavé cuidadosamente el
frotis con agua de la llave o agua destilada para eliminar el exceso de los
colorantes. Finalmente se dejo secar y se procedid a la observaciéon en el
microscopio OLYMPUS CH2 utilizando el objetivo de 100X (Figura 11D).

»gd L%’ ’ e

Figura 11. Tincién diferencial de Gram. A) Preparacion del frotis en un
portaobjetos; B) Fijacion del frotis con calor; C) Recipientes de los colorantes,
solucion mordiente (yodo-lugol) y decolorante utilizados en la tincion de Gram;
D) Observacion en el microscopio con objetivo 100X. Fuente: Propia.

La observacion microscépica de los hongos filamentosos se realizé 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 presion6é suavemente la
cinta transparente sobre la superficie de la colonia (Figura 12A). La cinta con la
muestra se colocé 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)
(Aquiahuatl y Pérez, 2004).
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Figura 12. Técnica de cinta adhesiva para la observacién de esporas en hongos
filamentosos. 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: Propia.

4.2.3 Identificacion molecular de los microorganismos aislados de
bioinsumos artesanales

Una vez finalizada la identificacion morfoldgica se procedio a la identificacion
molecular de las 17 bacterias y 6 hongos filamentosos aislados de bioinsumos
artesanales, los cuales no fueron identificados molecularmente por Flores y
Roque (2017). Para el caso de las bacterias se amplifico la subunidad pequefa
(16S) del ADNr 27F (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG), 1492R (GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T) (Acosta et al., 2009). La identificacion taxonémica de los
aislamientos de hongos se realiz6 con base en la amplificacion de las regiones
ITS1 (5 TCC GTA GGT GAACCT GCG G 3) e ITS4 (5 TCC TCCGCT TAT TGA
TAT GC 3’) (Internal Transcribed Space) (Alvarez et al., 2013), ya que la
comparacion de sus secuencias permite establecer las relaciones filogenéticas
para ambos tipos de microorganismos (Villota, 2013).

En esta etapa se contrataron los servicios del Centro de Biologia Molecular
(CBM) de la Universidad Centroamericana para la extraccion de ADN vy del
centro MACROGEN INC de Corea del Sur para la secuenciacion del ADN
extraido. Posteriormente se recibieron los electroferogramas con las secuencias
de bases (Adenina, Guanina, Citosina y Timina), y se procedio a realizar el
analisis de estas 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 identificacibn molecular se
describirédn a continuacion:

e Correccion de las secuencias

El primer paso de la identificacion molecular de los microorganismos fue el
andlisis de las secuencias obtenidas por el centro MACROGEN INC de Corea
del Sur, lo cual consistié en la observacion del electroferograma debido a que
algunas veces ocurren errores, por ejemplo, la asignacién de dos T existiendo
tres, 0 posiciones ambiguas N (Bou et al., 2011). Es por esta razén que se
reedita visualmente y se corrige el electroferograma (Figura 13A), usando el
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programa Bioedit v7.0.9 y una vez corregida la secuencia se guardd en formato
FASTA (Figura 13B).

A

¥01 I7F
B A TTCCTCCTT TGN CET T AGCGE, oA GoaT AR T AN AL ETeae AN CTACCCTATAGTTTOGEAT AL TCCRLRAA (REECTAR T CCAATARTCTCTTTIGCTTCATOOT CAMGA TEAARKIGETTT
(GO TGTCGCTATAGGATROR0CCGCGE0C AL (G CTEAGGGATATCGGCCACALTRRGA TEAGACACGELCCAGHCTCCTACGRME
AT GGG T CCACANTEG G GAYE CTAT GGG CAR5, L ToAG TGN A G TT T CGATCCTAMACTC TG TaTAMCEANGACAMGTAAGTACTANCTGECTETACCTTGACGETACCTT
T GGG TAN TAC T CAGC AR GGG TAAT AL TA TG AL GTT T COGGMATTATT GGG TARMGLGLGCECAGRCGTCCTTTANGTCTGATETEAAAGCCACGECTCAACCTORNEE
T AT AN TOHREEAL TR T UAGAACACCAANGTCLAATTCCASETETA TG CTACHOATTTREAGGEN AL CAGTOR CANGR. GYLTTTCTERTCTETAM TRALGTOAACLECRARNLE
a0 AMACAOEATTAGATACC(TERTAGT CCALGOCCT A AT AL TR TANCT G TT AGEGRETTTCCGUCCTTAGTRL TRLAG TAM GLATTAMCCALTCORL(TEEES

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

Propia.

e Comparacion de las secuencias

Las secuencias corregidas se compararon con las secuencias correspondientes
al gen 16S para bacterias e ITS 1-ITS4 para hongos, depositadas en la base de
datos del GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nim.nih.gov), usando la herramienta BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool, http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) para el alineamiento
de secuencias, ademas, GenBank contiene una seccion de taxonomia
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy) que incluye informacion y secuencias
sobre mas de 160.000 organismos (Bou et al., 2011).

La introduccion 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 seccién 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 seccion,
aparece cada alineamiento de la secuencia problema o query frente a cada
secuencia de otro microorganismo, indicando el nimero y porcentaje de bases
idénticas (identity) (Bou et al., 2011). Por ultimo, se seleccionaron las cinco
secuencias que presentaron mayor Identidad y frecuencia con la secuencia del
microorganismo en estudio.
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Figura 14. Comparacion de la secuencia en estudio segun el % de identidad con
las otras secuencias disponibles en la base de datos del GenBank del NCBI.
Fuente: Propia.

e Alineamiento de secuencias

El alineamiento multiple se efectud con las cinco secuencias seleccionadas de
cada secuencia de los microorganismos en estudio. Esto se realiz6 con la
herramienta Clustal W Multliple Alignment for Version 1.4, incluida en el
programa Bioedit v7.0.9 (Figura 15), utilizando los parametros 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 (Flores y Roque,
2017).
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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. Fuente: Propia.
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e Construccion de arboles filogenéticos

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

4.3 Pruebas de antagonismo y seleccion de los microorganismos
que conformaron el consorcio microbiano

Una vez finalizada la identificacibon morfolégica y molecular del total de
microorganismos con los que se cuenta, se realizé una busqueda bibliografica
de las aplicaciones biotecnoldgicas de cada uno de ellos y de acuerdo a sus
caracteristicas se seleccionaron aquellos que sean promotores del crecimiento
vegetal conocidos como PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), ya que
estos presentan efectos positivos sobre las plantas (Moreno et al., 2018).
También se tuvo como opcion en la formulacién del consorcio utilizar el banco
de microorganimos del PIENSA.

Para realizar las pruebas de antagonismo seleccionaron 9 bacterias entre ellas 5
7aisladas de bioinsumos artesanales, 3 aisladas por Delgado y Fonseca (2019)
y 1 por Rios (2019), estas se seleccionaron segun las caracteristicas antes
descritas y fueron sometidas a pruebas de antagonismo con el fin de verificar
gue no existiera inhibicién entre ellas y asi poder formar el consorcio, también se
les asigné un numero a cada bacteria seleccionada con la cual se le identificd
en el resto de los experimentos. Las pruebas de antagonismo se realizaron en
agar Luria-Bertani (LB) mediante el método modificado de pozos de agar.

El primer paso de las pruebas de antagonismo consistié en la preparacion de la
turbidez estandar de Mcfarland, con el objetivo de ajustar todos los in6culos de
las bacterias seleccionadas en un rango de concentracion, ya que el 0.5 de la
escala de turbidez de Mcfarland con valores de absorbancia entre 0.08-0.1 a una
longitud de onda de 625 nm equivale a una concentracién de 1x10°® UFC. Esto
consintié en preparar 10 estandares que contenian cloruro de bario dihidratado
(BaCl,. 2H,0) al 1.175% (p/vol) y acido sulfdrico (H2SO,) al 1% (vol/vol), a los
cuales se les midi6 la absorbancia a la longitud de onda de 625 nm en el
espectrofotometro marca Thermo modelo Genesys 6. La composicién de la
turbidez estandar de Mcfarland vy las correspondientes concentraciones de
UFC/mL se muestran en la Tabla 4 (CDC y OMS, 2009). Posteriormente se
procedié a la preparacion de los in6culos de cada una de las bacterias que se
seleccionaron. Para esto se utilizaron cultivos de 24 horas de cada una de las
bacterias, luego se tomaron con el asa indculos de cada cultivo y se colocaron
de forma individual en tubos con solucién salina estéril (0.85%) previamente
rotulados. Una vez listos los indculos se les midié la absorbancia a la longitud de
onda de 625 nm en el espectrofotometro marca Thermo modelo Genesys 6,
luego se ajustaron segun los valores de absorbancia obtenidos en la turbidez
estandar de McFarland, equivalentes a las concentraciones de 1x10® hasta
9x10® UFC/mL.
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Tabla 4
Composicién de la turbidez estandar de McFarland.

Numero de la  Cloruro de bario - L. Densndqd de
) o Acido sulfurico bacterias
turbidez dihidratado 0 .
estandar (1.175%) mL (1%) mL aproximada
' (UFC/mL)
0.5 0.5 99.5 1x10°8
1 0.1 9.9 3 x10°8
2 0.2 9.8 6x10°8
3 0.3 9.7 9Xx10°®
4 0.4 9.6 1.2x10°
5 0.5 9.5 1.5x10°
6 0.6 9.4 1.8x10°
7 0.7 9.3 2.1x10°
8 0.8 9.2 2.4x10°
9 0.9 9.1 2.7x10°
10 1.0 9.0 3x10°

Fuente: (CDC y OMS, 2009).

Para la siembra masiva con cada uno de los in6culos previamente ajustados se
sumergié un hisopo estéril en cada inéculo bacteriano y posteriormente se
sembré de forma masiva en la superficie de cada una de las placas de Petri
previamente rotuladas 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 realizé para cada uno
de los inoculos preparados de las bacterias seleccionadas. Después de realizar
la siembra masiva para cada uno de los inéculos preparados, las placas se
dejaron secar durante 15 minutos. Posteriormente transcurrido este tiempo 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 indculos preparados, en la Figura
16 se ilustra un ejemplo de la distribucion de las bacterias a confrontar en este
ensayo siguiendo las combinaciones mostradas en la Figura 17, luego se dejo
reposar durante 30 minutos (para evaporar el liquido) y finalmente se incub6 de
forma invertida a 35°C por 24 horas (Sanchez et al., 2016). Este paso se realiz6
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para cada una de las bacterias seleccionadas. El criterio de seleccion consistio
en la observacion de la presencia de halos de inhibicion.

Cddigo de la
/' bacteria
1 sembrada de
forma

00 ~
Cddigo de la /°

bacteria
sembrada en

pozos

Figura 16. Se muestra la distribucién de las bacterias confrontadas, (1): bacteria
sembrada de forma masiva; (2 y 3): bacterias sembradas en pozos en los 4
circulos de color azul, donde los numeros representan los coédigos de las
bacterias confrontadas. Fuente: Propia.

olo) /0l9) /0'0 /0'0o\|/0% " /0% /06° /0%
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00/ . 00,'00/ . 00/|' 00/ .00, 006/.09
050 /050 /0°0 ) /0%

00/ .00, 00/ .00

Figura 17. Combinaciones utilizadas en las pruebas de antagonismo para cada
una de las cepas seleccionadas. Fuente: Propia.
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4.4 Construccion de la curva cinética de crecimiento y evaluaciéon de
la estabilidad de los cultivos producidos individualmente que
forman parte del consorcio microbiano.

Finalizada la seleccion de los microorganismos y las pruebas de antagonismo,
con las que se determinaron las especies que conforman el consorcio
microbiano, se precedio a evaluar la cinética de crecimiento y posteriormente la
estabilidad de las bacterias que no mostraron antagonismo entre si. Con la
construccion de la curva cinética de crecimiento se determinaron los tiempos de
produccion en Shaker de cada bacteria y de esta forma conocer cada una de las
fases de crecimiento. Finalmente, a cada una de las cepas seleccionadas se les
evalud la estabilidad mediante la aplicacion de la prueba de anaquel o pruebas
de estabilidad aceleradas.

4.4.1 Construccion de curva de crecimiento por método turbidimétrico

Como paso previo para la construccion de la curva cinética de crecimiento fue
necesario la preparacion de inoculos de las cepas seleccionadas como resultado
de las pruebas de antagonismo, para ello se utilizaron Erlenmeyers con
capacidad de 200 mL para cada una de las bacterias, los cuales contenian 100
mL de medio de cultivo estéril LB Broth liquido y que posteriormente fueron
inoculados con las cepas bacterianas seleccionadas (Figura 18A). Estos se
dejaron en agitaciéon en un Shaker de laboratorio marca SCILOGEX SK-0330-
Pro, a una velocidad de 170 rpm durante 16 horas (Figura 18B). Una vez
transcurrido el tiempo establecido se midi6 la absorbancia en el
espectrofotometro UNICO UV-2100, de cada pre-indculo con el fin de determinar
su concentracion en términos de UFC (Paramo, 2014a).

Figura 18. Preparacion del pre-indculo. A) Inoculacibn de bacterias
seleccionadas en medio liquido; B) Crecimiento en Shaker durante 16 horas a
170 rpm. Fuente: Propia.

Para la construccion de la curva de crecimiento de cada una de las bacterias, se
prepard un blanco y un control al que se le midi6é la absorbancia, para esto se
utilizaron Erlenmeyers con 90 mL de medio de cultivo estéril LB Broth liquido.
Los in6culos previamente preparados se encontraron en condiciones
metabolicas aptas para ser inoculados a un volumen mayor, de estos se
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tomaron 10 mL y se inocularon en Erlenmeyers que contenian 90mL de medio
de cultivo estéril LB Broth liquido (Figura 19A) y se dejaron en crecimiento
dandole seguimiento en el tiempo para determinar el momento en que la curva
desarrollaba cada una de las fases hasta el momento justo en que entraba a su
punto maximo de crecimiento en el Shaker de laboratorio marca SCILOGEX SK-
0330-Pro en agitacion a una velocidad de 170 rpm (Figura 19B). Para la
construccion de la curva cinética de crecimiento se realizaron mediciones de
absorbancia en el espectrofotometro UNICO UV-2100, a cada uno de los
in6culos partiendo del tiempo cero y después cada 15 minutos, tomando 3 mL
de las muestras y utilizando una longitud de onda de 540 nm (Figura 19C). Una
vez finalizado el experimento se graficoO la curva de crecimiento bacteriano
Absorbancia vs Tiempo (horas) (Paramo, 2014a).

— ! d

Figura 19. Construccién de la curva de crecimiento. A) Inoculacion a un volumen
mayor; B) Crecimiento en Shaker durante 6 horas; C) Medicion de la
absorbancia espectrofotdmetro. Fuente: Propia.

También se realiz6 la construccion de las curvas UFC vs Tiempo (horas) y UFC
vs Absorbancia, considerando 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) (Paramo, 2012).

4.4.2 Pruebas de anaquel o de estabilidad acelerada

Una vez finalizada la construccion de la curva de cinética de crecimiento de cada
bacteria seleccionada para formar parte del consorcio microbiano, se procedio a
realizar las pruebas de anaquel o de estabilidad. Inicialmente se prepararon
in6culos de cada una de las bacterias y se dejaron en crecimiento por 16 horas
en shaker a una velocidad de 170 rpm, transcurrido este tiempo se midio la
absorbancia a A=540 nm y luego se inocularon 15 mL de los indculos
anteriormente preparados en Erlenmeyers que contenian 135 mL medio de
cultivo estéril LB Broth liquido y se dejaron en crecimiento en shaker hasta que
la curva cinética antes obtenida indicara el tiempo que cada cultivo debia
permanecer en crecimiento.Posteriormente se realizaron una serie de diluciones,
lo cual consistié en preparar 9 mL de agua destilada estéril en tubos de ensayo
previamente marcados desde 1x10™* hasta 1x10°°. Luego con pipetas estériles se
tomaron muestras de 1 mL de cada Erlenmeyer y se inocularon en los tubos de
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ensayos correspondientes a la dilucién de 1x10, luego se agitaron en un vortex
marca JANKE & KUNKEL y se descarto la pipeta. Con una nueva pipeta se
transfirieron alicuotas de 1 mL a los tubos de la dilucién 1x107?, repitiendo el
mismo proceso hasta llegar a la dilucién de 1x10° (Paramo, 2014a).

Para obtener el numero inicial de UFC/mL de cada bacteria se utilizé el método
de siembra en profundidad, el cual consistié en depositar con una nueva pipeta 1
mL de la dilucion en una placa de Petri marcada con el nimero de muestra y
dilucion, luego se vertié medio de cultivo LB previamente fundido y atemperado
hasta aproximadamente 45° C y se esparcié en toda la superficie de la placa a
través de movimientos oscilatorios. Finalmente se dej6 solidificar y se incub6 en
posicion invertida durante 24 a 48 horas a 35° C; este paso se efectud a partir de
las diluciones de 10™ hasta 10 (Paramo, 2014a); el proceso de dilucién seriada
se muestra en la Figura 20. Por dltimo, se cuantificé el numero 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.

1mL ImL 1mL 1mL 1 mi

Indculo 9 ml de caido
original en cada lubo
Diluciones 1:10 1100 1:1 000 1:10 000 1:100 000

 -—

Tml lhm

ook

Siembra
en placa

110 1:100 1:1000 l‘ 10 000 1:100 000

Figura 20. Recuento en placa y diluciones seriadas. Adaptado de (Tortora et al.,
2007).

Luego los Erlenmeyers que contenian los cultivos obtenidos del crecimiento en
shaker de cada una de las bacterias seleccionadas se almacenaron en
refrigeracion a 10° C durante un periodo de 2 meses con el fin de determinar la
vida 0til de estas bacterias. 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).
Transcurrido el tiempo establecido se construyeron los graficos de UFC/mL vs
Tiempo de cada una de las bacterias evaluadas.
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V. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

El desarrollo de esta tesis permiti6 obtener los siguientes resultados en
correspondencia a los objetivos planteados. Se caracterizaron morfolégica y
molecularmente 29 microorganismos aislados de 4 muestras de bioinsumos
artesanales provenientes de dos zonas del pais (Occidente y Norte) en
presentaciones liquidas y sélidas. Estos microorganismos se conservaron por
medio de transferencia periédica en medios de cultivos sélidos especificos con
el objetivo de encontrar a través de sus aplicaciones biotecnolégicas aquellos
que presenten caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal para su
aplicacién como un consorcio microbiano con propiedades biofertilizantes.

5.1 Caracterizacion morfologica y molecular de los
microorganismos aislados de bioinsumos artesanales

La caracterizacion morfolégica de los 29 microorganismos aislados por Flores y
Roque (2017), se realizd6 mediante observaciones macroscopicas Yy
microscoépicas, tanto para bacterias como para hongos, los microorganismos que
se caracterizaron fueron 23 aislados bacterianos y 6 hongos filamentosos, el
total de microorganismos aislados de cada muestra de bioinsumos artesanales
se muestran en la Tabla 5. Por dltimo se realizo 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 Space) para
hongos.

Tabla 5

Se muestra el total de microorganismos aislados de bioinsumos artesanales,
segun el estado y procedencia de la muestra recolectada.

Muestra No. de hongos
Cadigo de No. de
Estado Zona de. la muestra bacterias Filamentosos
procedencia
Solido Norte TS 5 4
Solido Norte LS 6 1
Liquido Norte LL 3 1
Liquido Occidente DCL 9
Total 23 6

Fuente: Propia.
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5.1.1 Caracterizacion morfolégica de bacterias aisladas de bioinsumos
artesanales

Orbera et al. (2005) realizaron el aislamiento e identificacion de 91 cepas
aisladas de la rizosfera de un jardin de plantas ornamentales, para lo cual
hicieron una descripcion de las caracteristicas macroscoépicas de las colonias
aisladas y posteriormente una caracterizacion morfotintorial (Tincion diferencial
de Gram). En el presente trabajo las bacterias fueron caracterizadas por medio
de la descripcion macroscoépica de las caracteristicas de sus colonias tomando
en cuenta la forma, el borde, la superficie, su consistencia y coloracion. También
se caracterizaron microscopicamente por medio de la prueba de tincidon
diferencial Gram, lo cual permitié la observacion de la morfologia, agrupaciéon de
las células, clasificacion segun su respuesta a dicha prueba en Gram Positivas o
Gram Negativas, todo esto pudo ser observado al utilizar el microscopio de luz
con objetivo de 100X. En la Tabla 6 se muestra los resultados de estas
descripciones.

Tabla 6

Caracterizacion morfolégica realizada mediante la observacion macroscopica y
microscopica de las bacterias aisladas de bioinsumos artesanales.

Cddigo del
Microorganismo

Observacién Macroscopica

Observacion
Microscopica

TS10-111

TS11-31

TS11-3(C)

TS13-111(J)

TS13-211(u)

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

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

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

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

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

Estreptobacilos
Gram positivos.

Estreptobacilos
Gram positivos.

Estreptobacilos
Gram positivos.

Diplobacilos
Gram negativos.

Diplobacilos
Gram positivos.
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Continuacioén de la Tabla 6

LS5-1K

LS5-11(B)

LS5-21

LS6-11(G)

LS6-211(P)

LS7-2111

LL8-111(M)

LL8-221

LL9-221

DCL1-11

DCL1-2(A)

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

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

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

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

Colonias brillantes con coloracion 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 coloraci6bn blanca, con forma
circular, superficie convexa, borde redondeado y
consistencia cremosa.

Colonias transldcidas, coloracion crema, con
forma irregular, superficie planoconvexa, borde
ondulado y consistencia cremosa.

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

Colonias con coloracion crema, de forma
circular,  superficie  planoconvexa, borde
redondeado, consistencia cremosa Yy de
coloraciéon crema.

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

Estreptobacilos
Gram positivos.

Estreptobacilos
Gram positivos.

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.
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Continuacioén de la Tabla 6

DCL2-11

DCL2-411(H)

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

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

Colonias con coloracion crema, de forma

Diplobacilos
Gram negativos.

Estreptobacilos
Gram positivos.

Estreptobacilos

DCL3-3 circular, superficie papilada, borde redondeado ”»
. . Gram positivos.
y de consistencia cremosa.
Colonias brillantes con coloracion crema, de Diplobacilos
DCL3-4 forma puntiforme, superficie convexa, borde P :
: . Gram negativos.
redondeado y de consistencia cremosa.
Colonias opacas con coloracién blanca, de Diplobacilos
DCL4-31F forma irregular, superficie plana, borde P

Gram positivos.

filamentoso y de consistencia seca.

Colonias opacas con coloracién blanca, de Bacilos

DCL12-111(Q) forma irregular, superficie papilada, borde individualizados
lobulado y de consistencia cremosa. Gram positivos.

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

Diplobacilos

Fuente: Propia.

Como resultado de la caracterizacion macroscépica mostrada en la Tabla 6 se
observaron 14 tipos de morfologia (superficie papilada, bordes ondulados,
consistencia seca, etc.), entre las cuales la mayoria presentan una coloracion
crema, de consistencia cremosa y predominan las colonias con bordes
redondeados. De la aplicacion de las pruebas de tincion diferencial Gram a los
cultivos bacterianos 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 21, 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 periédicas mensuales para su
posterior identificacion via molecular.
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TS11.31 DCL2-444M

TST3 11119

TS13-21110

DCLY2-21L

Figura 21. Morfologia en placa y tincibn de Gram de bacterias aisladas de
bioinsumos artesanales. Al-El: Muestra TS; FI-Cll: Muestra LS; DII-FIl: Muestra
LL; GII-GlIl: DCL; Fuente: Propia.
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En la Figura 21 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, estos resultados concuerdan con los obtenidos por Orberé et al.
(2005) ya que del total de cepas aisladas por estos autores, la mayoria
presentaban forma bacilar, donde de un total 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 &
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 rizésfera. Sin embargo en la caracterizacion
morfologica, realizada por medio de este trabajo, no se observaron coincidencias
con las caracteristicas de las colonias aisladas por Orber4 et al. (2005), ya que
describe colonias brillantes, grasosas, rizoides y de coloracion marrén 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.

La mayoria de los aislados bacterianos proveniente de los bioinsumos
artesanales presentaron forma bacilar y por tanto se trata de bacterias
pertenecientes al género Bacillus, debido a que este género posee una
abundancia relativa en el suelo.

5.1.2 Caracterizacion morfolégica de hongos filamentosos aislados de
bioinsumos artesanales

Masaquiza (2019), obtuvo 27 aislamientos de hongos filamentosos a partir de la
rizésfera de plantas de café y los identific6 de acuerdo a las caracteristicas
(macroscoépicas y microscopicas) que presentaron. La mayoria de estos fueron
identificados como Trichoderma spp., ademas de Aspergillus spp. vy
Gliocephalotrichum sp.

De igual forma, para este trabajo, con los hongos filamentosos se realiz6 una
descripcion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas, tomando en
cuenta la base de su aspecto morfologico, lo cual incluye las caracteristicas de
las colonias (forma, elevacion, margen, superficie, textura, tamafio, color y la
presencia de pigmentos difusos) y la observacion de las esporas reproductivas
mediante el uso del microscopio de luz con un objetivo de 50X. En la Figura 22
se muestran los 6 hongos filamentosos aislados de bioinsumos artesanales
cuyas caracteristicas se describen en la Tabla 7.
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A
TSI-2111
B
C
TSI-211 TSII-2111 LSVI-121
D

Figura 22. 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: Propia.
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Tabla 7

Caracterizacion morfologica realizada mediante la observacion macroscoépica y microscopica de los hongos
filamentosos aislados de bioinsumos artesanales.

Cdédigo de
microorganismos

Observacion macroscoépica

Observacion
microscopica

Anverso Reverso Aspecto del micelio Forma de esporas
Color beige, Color marrén Micelio elevado con forma circular, margen
TSI-2111 centro oscuro y con bordes entero, de textura lanosa y con crecimiento Esférica
contorno blanco crema limitado
. . Miceli lan n forma irr lar
Pigmentacion mz:l:re eon gn?er% 28 erfizie ale a%%u atle,xtuc:Z
TSII-211 Color blanco rosada con 9 » Sup pieg 1 Esférica
pulverulenta y aterciopelada y crecimiento
bordes blancos ; .
invasivo
Micelio plano con forma circular, de margen
Color crema con entero superficie  estriada textura L
TSII-2111 Blanco verdoso . ! T Esférica
centro marron aterciopelada y pulverulenta y crecimiento
limitado
Color verde Micelio plano con forma irregular, textura L.
TSII-1212 Color verde P I 9 ’ Esférica
0SCuro pulverulenta y de crecimiento invasivo.
Micelio umbilicado con forma filamentosa,
Color crema con . L
LLVII Color blanco ) margen rizoide, textura vellosa y de Esférica
centro marrén 2 e
crecimiento limitado
Micelio elevado con forma circular, de
Color vede con Color vede con
LSVI-121 margen entero, textura lanosa y de Ovalada

borde blanco

borde blanco

crecimiento limitado

Fuente: Propia.
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Los resultados de la observacion de las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas 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 cédigos TSIII-2111 y TSIII-1212, los
cuales por su morfologia en placa y sus esporas esféricas sugerian que se trate
de los géneros Neosartorya sp. (Figura 22All y 22BIl) y Aspergillus sp. (Figura
22Cll y 22DIl) respectivamente, lo cual se pudo comprobar con la identificacion
molecular. Sin embargo, para los demas no se logré6 dar una aproximacion
debido a que las caracteristicas observadas no coincidieron con las encontradas
en la literatura consultada. Segun Masaquiza (2019), la identificacién 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.

5.1.3 Identificacibn 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;
el gen se encuentra ubicado en la subunidad pequefia del ribosoma (30S),
asociado a esto, el gen ribosomal 16S es una regién hiper variable lo cual
garantiza una especificidad de especie, esto resulta muy util para la
identificacion de especies bacterianas (Castillo et al., 2015). Barquero (2014)
aislé e identifico por medio de analisis moleculares del gen ADNr 16S, 122
cepas de rizobacterias asociadas a la rizosfera de pimiento y alubia. Entre las
cepas identificadas se encuentran rizobacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Brevibacterium, Rhizobium,
Stenotrophomonas, Achromobacter, Lysinibacillus, Ochrobactrum y
Phyllobacterium. El objetivo del trabajo de este ultimo autor fue desarrollar
biofertilizantes y biocontroladores basados en las bacterias identificadas.

De los 23 aislados bacterianos de bioinsumos artesanales del presente trabajo,
se secuenciaron las 17 bacterias restantes de los aislamientos e identificacion
realizado por Flores y Roque (2017). De estas (del total de los 23 bacterias) 12
se lograron identificar a nivel de especie y 11 hasta nivel de género mediante el
andlisis de las secuencias obtenidas por MACROGEN INC de Corea del Sur
para la elaboracién de los arboles filogenéticos. Una seccion de dicho arbol se
muestra en la Figura 23 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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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

4) KU720553.1 Bacillus cereus

3) MH680718.1 Bacillus sp

(2) MG755767.1 Bacillus sp

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) MH814579.1 Bacillus sp

92) MH559342.1 Bacillus sp

93) MH899016.1 Bacillus anthracis

255

22|

Figura 23. Se muestra una seccion 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 cddigo de acceso al
GenBank se especifica al inicio del nombre del microorganismo. Fuente: Propia.

La Tabla 8 obtenida a partir del analisis del arbol filogenético de la Figura 23,
detalla las 23 bacterias identificadas a partir de las muestras de bioinsumos
proveniente de la zona occidente y norte del pais. 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 (8 a nivel de especie y
6 a nivel de género sp), 4 Stenotrophomonas, 1 Agrobacterium, 2 Lysinibacillus,
1 Staphylococcus, 1 Paenibacillus.
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Tabla 8

Identificacion de bacterias mediante secuenciacion genética. En la tabla se
muestra el codigo de la secuencia y el cédigo del microorganismo, la méxima
puntuacion, identidad maxima con el vecino cercano y la identidad final de la
bacteria obtenida del andlisis del arbol filogenético.

.- .- Vecino cercano  pay.  Max.
Codigode  Codigo de (NGmero de ldent. |dentidad final
secuencia microorganismo Punt
acceso) C (%)
Bacillus Bacillus
Al TS11-31 thuringiensis 1487 99 thuringiensis
(MH553093.1) 9
Stenotrophomona Stenotronhomo
A2 TS13-1111J s 1478 100 e
sp.(MH718840.1) P-
Bacillus pumilus , .
A3 TS13-2111U (MF692773.1) 1648 99 Bacillus pumilus
Bacillus sp. .
A4 TS13-3C (MH647668.1) 1657 100 Bacillus sp.
Bacillus Bacillus
B* LS5-11 megaterium 1105 99 megaterium
(KRO63189) 9
Lysinibacillus Lysinibacillus
D1 DCL1-2(A) macroides 1511 100 }’nacmi des
(MH458746.1)
Bacillus sp. :
D2 DCL2-11 (MH813429.1) 1604 100 Bacillus sp.
Bacillus sp. :
D3 DCL3-3 (MF948357.1) 1836 100 Bacillus sp.
Stenotrophomona
D4 DCL3-4 S sp. 1526 100 Ste”r‘]’;:’ghomo
(LC133695.1) P-
D5 DCL12-111(Q) ~ oacillus cereus —oon 160 Bacillus cereus

(MH915610.1)
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Continuacion de la Tabla 8

D6

F*

G*

H*

L*

L1

L2

M*

S1

S2

S3

DCL1-11

DCL4-31

LS6-11

DCL2-411

DCL12-21

LL9-21

LL8-221

LL8-111

LS5-21

LS5-1K

LS6-211P

Lysinibacillus
macroides
(MF079282.1)

Bacillus subitilis
(KX454091)

Bacillus subtilis
(KU764381)

Bacillus flexus
(KC713922)

Agrobacterium
tumefaciens
(KM894180)

Bacillus
megaterium
(MH910311.1)

Bacillus sp.
(KX817946.1)

Staphylococcus
succinus
(KF254629)

Stenotrophomona

S sp.
(JQ359101.1)

Bacillus sp.
(MG309429.1)

Stenotrophomona

S sp.
(KP258175.1)

1554

1022

1057

1114

2490

1781

1683

2601

1652

1836

1886

100

99

99

100

99

100

100

100

100

100

100

Lysinibacillus
macroides

Bacillus subitilis

Bacillus subitilis

Bacillus flexus

Agrobacterium
tumefaciens

Bacillus
megaterium

Bacillus sp.

Staphylococcus
succinus

Stenotrophomo-
nas sp.

Bacillus sp.

Stenotrophomo-
nas sp.
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Continuacioén de la Tabla 8

Paenibacillus sp. Paenibacillus
S4 LS7-2111 (MH628020.1) 1640 99 sp.
S5 TS10-111 Bacillus sp. 1585 100  Bacillus sp.

(MG309372.1)

Fuente: Propia
Nota: * microorganismos identificados en una primera fase por Flores y Roque
(2017).

Las bacterias identificadas hasta nivel de especie fueron: 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) logré aislar e identificar unicamente tres especies microbianas
(Bacillus subtilis en medio solido, Bacillus firmus y Bacillus sphaericus en medio
liquido) partiendo de dos presentaciones diferentes de biofertilizantes. De igual
forma Zeballos (2017) aislé 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.; mientras que en el presente trabajo se
logré aislar e identificar un nUmero mucho mayor de bacterias (23), llegandose a
identificar 12 a nivel de especie como (B. thuringiensis, B. Megaterium (2), B.
cereus, Lysinibacillus macroides (2), 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 sustratos utilizados en la fabricacion de estos
biofertilizantes artesanales, ademas de la falta de control y conocimiento de los
microorganismos que los conforman y de las funciones que desempefian dichos
microorganismos, siendo esta una de las razones por las que se identificaron un
mayor nimero de microorganismos entre ellos patdégenos.

Segun el analisis anterior se logré identificar la microbiota cultivable contenida
en cada una de las 4 muestras de bioinsumos artesanales recolectadas en las
zonas de occidente y norte del pais. De la muestra de la region norte en
presentacion solida con cédigo de procedencia TS se logré aislar: B.
thuringiensis, B. pumilus, 2 Bacillus sp. y 1 Stenotrophomonas sp.; mientras que
de la muestra de la regiébn norte en presentacion soélida con codigo de
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procedencia LS se obtuvo: B. megaterium, B. subtilis, 2 Stenotrophomonas sp.,
1 Paenibacillus sp. y 1 Bacillus Sp.; por otra parte, de la muestra de la region
norte en presentacion liquida con cédigo de procedencia LL se obtuvo: B.
megaterium, Staphylococcus succinus y 1 Bacillus sp. Finalmente de la muestra
de la region occidente en presentacion liquida con cédigo de procedencia DCL
se logro aislar: B. subtilis, B. flexus, B. cereus, 2 Lysinibacillus macroides,
Agrobacterium tumefaciens, 2 Bacillus sp. y 1 Stenotrophomonas sp.

Los resultados obtenidos en la identificacion molecular concuerdan con la
caracterizacion morfologica realizada ya que la mayoria de los aislados
bacterianos pertenecen al género Bacillus, predominando los bacilos Gram
Positivos como por ejemplo Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus
thuringiensis y Bacillus cereus, entre otros. Mientras que los resultados de los
aislados caracterizados como bacilos Gram Negativos no pertenecen al género
Bacillus aunque presenten forma bacilar entre los cuales estan,
Stenotrophomonas sp., Paenibacillus sp. y Agrobacterium tumefaciens.

5.1.4 Identificacion molecular de hongos filamentosos aislados de
bioinsumos artesanales

Segun Gonzalez (2014) para lograr la identificacidon taxondmica exacta de
hongos filamentosos, ademas del proceso de identificacion basado en rasgos
morfologicos y fisiologicos, es necesaria la secuenciacion de los genes
ribosomales (ADNr) y de sus espacios transcriptos internos (ITS) u otras
regiones de genes conservados, ya que se ha demostrado que las regiones
complejas ITS (no codificantes y variables) son utiles para medir relaciones
genealdgicas cercanas de hongos filamentosos, dado que estas exhiben
grandes diferencias interespecificas.

En esta investigacibn se identificaron molecularmente a través de la
secuenciacion de la region ITS1-ITS4 (Internal Transcribed Space) del ADNr, 6
hongos filamentosos que contenian las muestras de bioinsumos artesanales
pertenecientes a las muestras con codigos TS, LS y LL. De los resultados del
andlisis de las secuencias se obtuvo el siguiente arbol flogenético (Figura 24).
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Figura 24. Arbol filogenético de hongos aislados de bioinsumos utilizando el
método Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El éarbol fue
realizado con el programa MEGA 7.0.14, el codigo de acceso al Gen Bank se
especifica al inicio del nombre del microorganismo. Fuente: Propia.

De los 6 hongos filamentosos aislados de los bioinsumos artesanales en estudio,
4 de ellos se lograron identificar a nivel de especie: TSI-2111 como Monascus
purpureus, TSIlI-2111 como Neosartorya glabra, LLVI como Byssochlamys
nivea, TSIII-1212 como Aspergillus flavus y 1 a nivel de género: TSII-211 como
Neosartorya sp. Estos resultados se resumen en la Tabla 9. Finalmente, uno de
los hongos con codigo LSVI-121 no se logro identificar debido a resultados no
satisfactorios durante el proceso de secuenciacion.
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Tabla 9

Identificacion final de hongos aislados de bioinsumos y otras muestras. La tabla
resume el codigo de la secuencia y el codigo de laboratorio del microorganismo,
la maxima puntuacion, identidad maxima con el vecino mas cercano y la
identidad final del hongo obtenido del andlisis del arbol filogenético.

Ly Vecino Max.
Codigo Cdédigo del cercano Max. . .
de . : Ident. Identidad final
. microorganismo  (Numero de Punt.
secuencia o
acceso) (%)
Monascus MONAascus
Bl TSI-2111 purpureus 961 99 R
(KY828906.1) burp
Neosartorya
B2 TSII-211 sp. 979 100  Neosartorya sp.
(KX953624.1)
Neosartorya Neosartorva
B3 TSIII-2111 glabra 946 100 labra y
(KF815577.1) 9
Byssochlamys
B5 LLVII nivea 976 100 Byssr?iszgmys
(MH860285.1)
Aspergillus .
B6 TSINI-1212 flavus 053 100  Aspergilius
flavus

(MH864266.1)

Fuente: Propia.

De forma anéaloga con los aislados bacterianos fue posible conocer los hongos
presentes en cada una de las 4 muestras de bioinsumos artesanales
recolectadas en la zona norte del pais. La muestra en presentacién sélida con
codigo de procedencia TS contenia: Monascus purpureus, Neosartorya sp.,
Neosartorya glabra, Aspergillus flavus. La muestra en presentacion liquida con
cbdigo 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. y Candida sp.
y 1 hongo filamentoso que no se identific6 molecularmente, mientras que
Alvarez (2012) identific6 por medio del andlisis de secuencias ITS1-5.8S-ITS2
del 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
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molecularmente y cuyas especies no coinciden con los estudios mencionados.
Al igual que el planteamiento utilizado para explicar las diferencias encontradas
en las especies de bacterias identificadas, las diferencias de las especies de
hongos filamentosos identificados puede 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, dando
como resultado una gran variedad de especie entre ellos hongos patdgenos
tanto para las plantas como para seres humanos.

Finalmente se puede comprobar que los dos aislados Neosartorya sp. y
Aspergillus sp., que se aproximaron al posible género al que pertenecen segun
la observacion de sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas y su
comparacion con lo descrito en la literatura, coinciden con los resultados
obtenidos en la identificacibn molecular, ya que fueron identificados hasta nivel
de especie como Neosartorya glabra y Aspergillus flavus.

5.2 Pruebas de antagonismo y seleccién de los microorganismos
que conformaron el consorcio microbiano

Una vez identificadas las bacterias y los hongos filamentosos aislados de
bioinsumos artesanales, se realiz6 la busqueda bibliografica de las aplicaciones
biotecnoldgicas de cada uno de ellos (Tabla 10 y Tabla 11) con el propésito de
conocer las funciones que desempeian 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 absorciéon de minerales, ayudan a la produccion de hormonas
necesarias para el desarrollo de los vegetales, ademas protegen a las plantas y
cultivos contra agentes patdgenos (Benjumeda, 2017). Una vez identificados 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.

Tabla 10

Aplicaciones biotecnologicas reportadas de bacterias aisladas de bioinsumos
artesanales utilizadas para la seleccion de los microorganismos que
conformaron el consorcio microbiano.

Especie Aplicaciones biotecnoldgicas de interés Referencia
Bacillus Durante el proceso de esporulacién produce una
thuringien inclusién parasporal formada por uno 0 mas cuerpos Sauka
sis cristalinos de naturaleza proteica que son toxicos para ) y
Benintende

distintos invertebrados, especialmente larvas de
insectos. Estas proteinas se llaman Cry y constituyen
la base del insecticida biologico mas difundido a nivel
mundial.

(2008)
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Continuacioén de la Tabla 10

Bacillus
Pumilus

Bacillus
megate-
rium

Bacillus
cereus

Promueve el crecimiento de las plantas al aumentar la
absorcion de nutrientes, la fijacion de nitrégeno, la
interaccion con microorganismos simbioticos y la
produccion de agentes antimicrobianos contra
bacterias y hongos patdégenos, asi como mediante la
reduccion de la toxicidad de los metales.

Inhibe del crecimiento micelial de Mycosphaerella
Fijiensis, patdgeno del banano y cultivos de platano.

Produce metilbenceno como metabolito secundario
que podria suprimir el crecimiento de patdgenos
(Cytospora chrysosperma, Phomopsis macrospora y
Fusicoccum aesculi) de manera efectiva.

Presenta dos propiedades importantes asociadas con
el crecimiento de las plantas, la solubilizacion de
fosfato tricalcico y la produccion de acido indol acético
(IAA). Otra caracteristica es la produccion de
compuestos difusibles y voléatiles que inhiben el
crecimiento de dos fitopatdgenos, Alternaria alternata y
Fusarium oxysporum.

También se ha reportado que es capaz de fijar
nitrégeno, la cepa en estudio se aislo originalmente de
la rizosfera del maiz, probando que posee actividad de
la enzima nitrogenasa y que el gen nifH amplifica por
la reaccion en cadena de la polimerasa.

Es un productor biotecnolégico de vitamina B12.
También  produce Polihidroxibutirato (PHB) vy
anticuerpos recombinantes. B. megaterium fue aislada
de las hojas de Avicennia marina para la produccion
extracelular de a-amilasa.

Produce dos antibioticos Zwitermicina A 'y
Kanosamina. El primero inhibe a diversos protistas,
Oomicetos, hongos y bacterias, ademas cuando se
combina con Kanosamina actla sinérgicamente contra
E. coli y Phytophthora medicaginis, un Oomiceto. El
amplio rango de accion de Zwittermicina A, sugiere
que las bacterias que lo producen podrian ser Utiles
para el control de una amplia gama de enfermedades
de plantas foliares y transmitidas por el suelo.

Yuan & Gao
(2015)

Cruz et al.
(2015)

Ren et al.
(2013)

Trivedi &
Pandey
(2008)

Ding et al.
(2005)

Tortolo & Bell
(2015)

Suh et al.
(1998)
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Continuacioén de la Tabla 10

Bacillus
cereus

Bacillus
subtilis

Bacillus
flexus

Lysiniba-
cillus
macroides

Ademas zwitermicina A potencia la accion insecticida
de las toxinas proteicas producidas por B.
thuringiensis.

También se reporta un comportamiento antagonista
contra patdgenos de plantas como Pseudomonas
syringae y Agrobacterium tumefaciens. Para probar la
aplicacion practica, la cepa se utilizd directamente en
el campo agricola presentando un aumento en la
produccion en mani y sésamo.

Promotor de crecimiento en cultivos de maiz (zea
mays) y tomate (solanum lycopersicum).

Fijador nitrogeno y fosforo.

Actividad antagonica contra Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, produccion de enzimas hidroliticas
y lipopéptidos. También presenta antagonismo contra
Fusarium stilboides, F. xylarioides, produccion de
lipasas, proteasas, B -1,3-glucanasa.

Es caracterizado como un microorganismo endofito
halotolerante aislado del halofito Limonium sinense.
Esta cepa puede mejorar el crecimiento de las
plantulas huésped en condiciones de estrés salino,
debido a que posee genes relacionados con la
promocion del crecimiento de las plantas (PGP).

Se considera como un potencial productor de lipasa
termoestable y alcalina que puede ser utilizada en
industrias de alimentos, farmacéuticas y de
detergentes.

Otra aplicacion reportada es la biorremediacion de
aguas residuales alcalinas, al presentar una alta tasa
de eliminacién de DQO.

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

Emmert et al.
(2004)

Banerjee et
al. (2017)

Pulido (2016)

Orbera et al.
(2005)

Tejera et al.
(2011)

Wang et al.
(2017)

Tambekar et
al. (2017)

Wang & Zhao
(2013)

Oladipo et al.
(2018)
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Continuacioén de la Tabla 10

Agro-
bacterium
tumefa-
ciens

Staphylo-
coccus
succinus

Bacillus
sp.

Se ha reportado tiene la capacidad de transferir una
parte de su ADN, T-ADN (ADN transferido), al genoma
de una planta huésped.

A. tumefaciens induce la formacion de tumores en
plantas, lo cual ha sido fundamental para su uso como
herramienta en la ingenieria genética de plantas. Asi
mismo, esta interaccion ha dado pie a formular
modelos de sefalizacion celular, transporte célula a
célula, importe nuclear de proteinas y ADN vy
mecanismos de integracion genomica.

La insercion de nuevos genes y sus elementos
reguladores en el ADN-T ha permitido la
transformacion genética de plantas susceptibles con
genes de importancia agronémica. Esto a su vez ha
servido para el estudio de la funcion y expresion de
genes, y para el desarrollo de plantas con nuevas
caracteristicas.

Se reporta como una bacteria haldfila, este tipo de
microorganismo se  caracteriza por prosperar en
condiciones de alta concentracion de sal y estrés
osmatico. Debido a estas razones, los
microorganismos haléfilos 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 bioloégico de
microorganismos fitopatdgenos, por la participacion en
la nutricion mineral y la fijacién 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 nitrégeno, fésforo, hierro y potasio, procedentes de
fuentes orgéanicas e inorganicas, transformandolos a
formas asimilables por las plantas.

Sheng &
Citovsky
(1996)

Tzfira &
Citovsky
(2000)

Gelvin (2003)

Delgado et al.
(2013)

Orbera et al.
(2005)
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Continuacioén de la Tabla 10

Stenotro-  Se ha reportado que puede degradar eficientemente

phomonas ocho pesticidas organofosforados (OP) y es un Deng et al.

sp. candidato muy excelente para aplicaciones en la (2015)
remediacion de la contaminacion de OP.

Produce un biosurfactante, el cual es de interés debido

a la capacidad para emulsionar petroleo crudo y este

puede ser util en la biorremediacion para reducir el

derrame de petréleo en las fases acuosa y de suelo.  Gargouri et
Ademas, este biosurfactante exhibié propiedades al. (2016)
antimicrobianas y antioxidantes, por lo que podria ser

de interés en la industria de alimentos, cosméticos y

detergentes.

Paeniba-

cillus sp Muchas especies de Paenibacillus pueden promover el

crecimiento de cultivos directamente a través de la
fijacion biolégica de nitrogeno, la solubilizacion de
fosfato, la produccion de la fitohormona &cido indol-3-
acético (IAA) y la liberacion de sideréforos que
permiten la adquisicion de hierro. También pueden
ofrecer proteccion contra los herbivoros vy
fitopatdgenos de los insectos, incluyendo bacterias,
hongos, nematodos y virus. Esto se logra mediante la
produccion de una variedad de antimicrobianos e
insecticidas, y activando una respuesta defensiva
hipersensible de la planta, conocida como resistencia
sistémica inducida (ISR).

Grady et al.
(2016)

Fuente: Propia

Con el proposito de entender, la funcion desempefiada por los diferentes
microorganismos que fueron aislados e identificados en el contexto de los
bioinsumos artesanales en estudio, se plasmo la informacion como lo muestra la
Tabla 10, al analizarla, se puede deducir que empleando estos bioinsumos, 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 promociéon del
crecimiento vegetal (Bacillus pumilus, Bacillus megaterium y Bacillus subtilis), a
la inhibicion y resistencia de patdgenos (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 produccion, debido a que el proceso de seleccion del
material de partida es siempre aleatorio (suelo de bosques con materia organica
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en proceso de degradacién). 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 aisladas del bioinsumo con cédigo de procedencia DCL, y
Staphylococcus succinus procedente del bioinsumo con cddigo LL; asi como
algunas que poseen importantes aplicaciones industriales y ambientales como
Bacillus flexus y Lysinibacillus macroides identificadas a partir de la muestra con
codigo DCL, y Stenotrophomonas sp. presente en los bioinsumos con codigo de
procedencia DCL y LS.

A partir del andlisis anterior se puede determinar que en relacidon al contenido
bacteriano de los bioinsumos artesanales, el de mayor utilidad de acuerdo a sus
aplicaciones biotecnoldgicas es el proveniente de la region norte en
presentacion sélida con cédigo LS, debido a que contiene 4 especies que se
caracterizan por ser promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), como: Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus Sp. Paenibacillus sp. y ademas de
contener a Stenotrophomonas sp.; otro bioinsumo que podria ser de utilidad es
el proveniente de la region norte en presentacion solida con cédigo TS ya que
contiene Bacillus thuringiensis caracterizado por ser un bioinsecticida y Bacillus
pumilus que promueve el crecimiento vegetal y también es biocontrolador,
ademas contiene un Stenotrophomonas sp. y dos Bacillus sp. . Mientras los
bioinsumos de menor conveniencia son los provenientes de la region de
occidente en presentacién liquida con cédigo DCL , el cual presentaba un mayor
namero 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 patdogena
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 regién norte en presentacion liquida con cédigo
LL conformado por Bacillus megaterium, Staphylococcus succinus y Bacillus sp.,
debido a que contiene poca diversidad microbiana y de los cuales solamente
Bacillus megaterium esta orientado a la promocion del crecimiento vegetal.

Con el propésito de seleccionar los hongos filamentosos que presentaran
propiedades benéficas para la promocion del crecimiento vegetal se realizé una
busqueda de sus aplicaciones biotecnolégicas las cuales se muestran en la
Tabla 11.
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Tabla 11

Aplicaciones biotecnoldgicas de los hongos filamentosos aislados de bioinsumos
artesanales utilizadas para la seleccion de los microorganismos que
conformaron el consorcio microbiano.

Especie Aplicaciones biotecnoldgicas de interés Referencia
Monascus Prpduce pigmentos o_Ie color rojo y amarillo usados en Patakova (2013)
purpureus la industria alimentaria.

Produce lovastatina y mevastatina usados en la
L : : . Rasheva et al.
produccion industrial de estatinas para reducir el
(1998)
colesterol.
Neosartorya sp. Se utiliza para biodegradacion de petréleo. Taewoo etal.
(2011)
Neosartoya Produce glabramicinas B y C, estas son dos
glabra productos naturales de macrolactona aislados por

Byssochlamys
nivea

primera vez de N. glabra, en un esfuerzo por
descubrir antibidticos clinicamente atiles. Ambas
glabramicinas exhiben actividad antibacteriana contra
S. pneumoniae; ademas, la glabramicina C posee
actividades antibacterianas adicionales contra S.
aureus y B. subtilis

También se ha reportado que N. glabra al utilizar
residuos de cascara de fruta como fuente de carbono
produce poligalacturonasas (PG), enzimas con
potencial biotecnolégico para su uso en la
clarificacion de jugos de frutas y para la mejorar de la
eficiencia de la filtracion.

Es considerada una especie con potencial de control
biolégico, ya que ha demostrado tener actividades
nematicidas. El filtrado de cultivo de esta cepa mostré
una forma Unica de alteracién cuticular que precede a
la mortalidad de Caenorhabditis elegans y también
inhibe la eclosion del huevo. Ademas se reporta que
B. nivea inhibe el crecimiento in vitro de los hongos
patbgenos de plantas Fusarium  oxysporum,
Gaeumannomyces graminis var. Tritici, Phytophthora
cinnamomi, Pythium irregulare y Rhizoctonia solani.

Jayasuriya et al.
(2009)

Pinheiro et al.
(2017)

Park et al.
(2001)
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Continuacioén de la Tabla 11

Byssochlamys Se ha reportado que B. Nivea en presencia de S.

nivea brumptii y un compost de residuos urbanos sélidos,
mostraron una buena capacidad para tolerar y
degradar pentaclorofenol (PCP), de modo que Bosso et al.
pudieran usarse con éxito en el efecto sinérgico para (2015)
tratar los suelos contaminados con PCP, el cual es
un compuesto toxico utilizado como agente de
tratamiento de la madera y biocida general.

Se ha reportado que Byssochlamys nivea es
responsable del deterioro de la fruta pasteurizada y
enlatada y de los productos de frutas. Se caracteriza
por ser un organismo saprofito en lugar de parasito y
generalmente contamina las frutas en el suelo o
cerca de él. Puede sobrevivir a los tratamientos
térmicos utilizados para el procesamiento de frutas y
puede cultivar y estropear los productos durante el
almacenamiento a temperatura ambiente, lo que
resulta en grandes pérdidas econdémicas.

Tournas (1994)

Aspergillus Es un hongo sapréfito del suelo extremadamente

flavus comun que infecta y contamina las cosechas de
semillas antes y después de la cosecha con el
metabolito  secundario carcin6geno  aflatoxina,
especialmente los cultivos que contienen aceite,
como el maiz, el mani y la semilla de algodon.
También es también un patégeno animal y humano
oportunista que causa enfermedades por
aspergilosis.

Amaike & Keller
(2011)

Fuente: Propia.

El analisis de los resultados en la Tabla 11, mediante la identificacion de los
hongos aislados de los bioinsumos artesanales, nos muestra que algunos de los
aislados identificados presentan utilidad en la industria farmacéutica (Monascus
purpureus y Neosartoya glabra), en procesos de biorremediacion (Neosartorya
sp. y Byssochlamys nivea), en la agricultura como controlador biologico
(Byssochlamys nivea) pero resultar indeseable cuando se desea preservar
productos de fruta procesada y algunos patdgenos para los seres humanos y los
animales como Aspergillus flavus. Lo anterior sumado al analisis hecho para las
bacterias aisladas e identificadas nos da una idea de como algunos de estos
bioinsumos podrian estar afectando los cultivos mediante la introduccion de
hongos y bacterias que no son adecuados para todo tipo de cultivos y suelos,
resultando ser el menos recomendado para su utilizacion en la agricultura el
bioinsumo proveniente de la regibn norte en presentacion solida con codigo TS
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debido a que contiene la mayor cantidad de hongos filamentosos aislados los
cuales no poseen propiedades de interés para la promocioén del crecimiento
vegetal y ademas de poseer un hongo patégeno que afecta la salud humana por
la produccién de esporas y aflatoxinas que generan diferentes enfermedades.

La caracterizacion morfolégica y molecular de los microorganismos aislados de
los bioinsumos artesanales permitié conocer el contenido de cada uno de las
muestras, asi como la funcibn que desempefian cada uno de los
microorganismos por medio de la busqueda de sus aplicaciones biotecnoldgica,
lo cual llevé a la publicacién de dos articulos que se muestran en el Anexo 5.

Como resultado del analisis realizado segun sus aplicaciones biotecnologicas se
seleccionaron 5 bacterias aisladas de bioinsumos artesanales que presentaron
las mejores caracteristicas en la promocion 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). También se buscaron
aplicaciones biotecnolégicas de las cepas pertenecientes al banco de
microorganismos del PIENSA y se seleccionaron 4 bacterias, de las cuales
Acinetobacter calcoaceticus (MVIA-01), Bacillus marisflavi (MIVB-01),
Exiguobacterium aurantiacum (MVIB-02) fueron aisladas e identificadas por
Delgad y Fonseca (2019); y también se seleccion6 Pseudomonas mendocina
(PTLL4g) aislada e identificada por Rios (2019) (Figura 25), las cuales
aportaban nuevas propiedades de interés al consorcio microbiano, segun sus
aplicaciones demostradas en la Tabla 12.

A

f -

Figura 25. 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); Bll: Pseudomonas mendocina (PTLL4g). Fuente: Propia.
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Tabla 12

Aplicaciones biotecnoldgicas de las 4 bacterias seleccionadas pertenecientes al
banco de microorganismos del PIENSA utilizadas en la formulacién del
consorcio microbiano.

Especie

Aplicaciones biotecnoldgicas de interés

Referencia

Acinetobacter
calcoaceticus

Bacillus
marisflavi

Exiguobacte-
rium
aurantiacum

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

También se reporta que produce giberelinas (GA) y
secreta 10 tipos de GA diferentes en su entorno,
incluidas las bioactivas GAl, GA3 y GA4; también se
observd que es capaz de solubilizar fosfato tricalcico
reduciendo el pH del medio durante el proceso,
demostrando que la  produccion de  acidos
(probablemente el &cido gluconico y el acido 2-
cetoglucdnico) sean los responsables de la solubilizacién
del fosfato.

Presenta la capacidad de fijar nitrogeno y ademas
también se demostro por el método de amplificacion por
PCR que posee fragmentos del gen nifH, este gen
codifica la proteina de hierro y los genes nifDK que
codifican la proteina de hierro molibdeno, estas dos
proteinas conforman a la enzima nitrogenasa la cual
cataliza la fijacion de nitrégeno.

También se reporta la produccion carotenoides con un
méaximo de absorcion de a 455 nm. La funcién de los
carotenoides es la fotoproteccion, y las esporas que
contienen carotenoides mostraron niveles
significativamente mas altos de resistencia a la radiacion
UV que las especies de Bacillus que no contienen
carotenoides.

Produce Acido Indol Acético (AlA) que contribuy6 al
crecimiento de la cianobacteria de interés Arthrospira
platensis.

Produce un pigmento naranja, cuyo analisis revel6 la
presencia de carotenoides. [Estos carotenoides
demostraron actividad antifingica contra Fusarium sp.,
Penicilium sp., y Alternatria sp.

Zhao et al.
(2012)

Kang et al.
(2009)

Ding et al.
(2005)

Khaneja et
al. (2010)

Goémez et
al. (2012)

Shatila et al.
(2013)

~ 66 ~



Continuacioén de la Tabla 12

Pseudomonas Aumentd significativamente la biomasa de los brotes y

mendocina las raices de lechuga y los contenidos de nutrientes
foliares (P, Fe), incremento los carbohidratos solubles en
agua del suelo y el porcentaje de agregados estables.
También tuvo un efecto significativo sobre las
actividades de deshidrogenasa y fosfatasa; todo esto fue
evaluado bajo condiciones de campo

Kohler et al.
(2006)

Fuente: Propia.

Como resultado de la caracterizacion bibliografica se seleccion6 un total de 9
bacterias (DCL4-31F, LS5-11B, TS13-111u, LS6-11G, LL9-21, MVIA-01, MIVB-
01, MVIB-02 y PTLL4G) las cuales se sometieron a pruebas de antagonismo con
el fin de verificar que no se produce inhibicion entre ellas y asi realizar la
seleccion final de bacterias que conformaron el consorcio microbiano. Antes de
realizar las pruebas de antagonismo las 9 bacterias seleccionadas se
identificaron con un nuevo codigo, estos se muestran en la siguiente Tabla 13.

Tabla 13

Asignacion de nuevos cédigos de las bacterias seleccionadas a confrontar en las
pruebas de antagonismo, mostrando el codigo de laboratorio y especie de las
bacterias seleccionadas.

Cédigo de Especie Nuevo
laboratorio P Caodigo
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 Acmetoba_cter 6
calcoaceticus
MIVB-01 Bacillus marisflavi 7
MVIB-02 EX|guob§1cter|um 8
aurantiacum
PTLL4g Pseudomonas mendocina 9

Fuente: Propia.

El primer paso que se realizé en las pruebas de antagonismo fue la preparacion
de la escala de turbidez estandar de Mcfarland, obteniendo valores de
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absorbancia que corresponden a una determinada concentracion de UFC/mL y a
un namero de la turbidez estandar, los cuales se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14
Valores de absorbancia obtenidos en la preparacién de la escala de Mcfarland.

Numero de la Absorbancia de la Densidad de bacterias
turbidez estdndar escala de Mcfarland aproximada (UFC/mL)

0.5 0.169 1x10°
1 0.327 3 x10°
2 0.524 6x10°
3 0.560 9X10°
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°

Fuente: Propia

Posteriormente se prepararon los indculos de los cultivos de la bacterias
seleccionadas y una vez listos se procedieron a ajustar segun los valores de
absorbancia obtenidos en la escala de Mcfarland, equivalentes a las
concentraciones de 1x10® hasta 9x10® UFC/mL, los resultados se muestran en la
Tabla 15.

Tabla 15
Valores de absorbancia de los inéculos ajustados.

Cédigo de las cepas Absorbancia de los

seleccionadas indculos ajustados
1 0.163
2 0.230
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Continuacioén de la Tabla 15

3 0.190
4 0.513
5 0.200
6 0.190
7 0.299
8 0.160
9 0.192

Fuente: Propia.

Moreno (2017) efectud una evaluacion del antagonismo y sinergismo en aislados
microbianos obtenidos de Plukenetia Volubilis L. para la conformacién de un
consorcio microbiano en condiciones in vitro. La evaluacion de la inhibicion se
realizo entre 9 bacterias mediante la prueba de “botdn en césped”, evidenciando
que el 80.8% promedio de los enfrentamientos no presentd inhibicion 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 evaluacion de 8 cepas
bacterianas con actividad celulolitica, con el fin de potencializar la actividad
celulolitica de algunos de los microorganismos aislados plantearon la posibilidad
de establecer un consorcio microbiano para lo cual se llevaron a cabo pruebas
de antagonismo.

La evaluacion del efecto antagdnico entre las bacterias seleccionadas se realizo
al aplicar el método modificado de pozos de agar (Sanchez et al., 2016).
Obteniendo como resultado la observacion de tres comportamientos: la
presencia de crecimiento de las bacterias sembradas en pozos sobre las
bacterias sembradas de forma masiva, lo cual indicaba que no habia
antagonismo entre ellas. Para comprobar esto se realizaron Tinciones Gram con
el fin de verificar la presencia de dos tipos de morfologia bacteriana,
generalizando este resultado al resto de casos que presentaron el mismo
comportamiento. Los otros dos comportamientos observados fueron la
presencia de halos de inhibicién o la ausencia de crecimiento de las bacterias
sembradas en pozos sobre las bacterias sembradas de forma masiva, lo cual
indicaba que habia antagonismo entre ellas. Al igual que en el primer
comportamiento, para este Ultimo caso, se realizaron Tinciones Gram con el fin
de verificar la presencia de un tipo de morfologia bacteriana generalizando este
resultado al resto de casos que presentaron el mismo comportamiento. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16 donde se resumen los
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comportamientos observados indicando con un signo (+) los casos en que hubo
antagonismo y con signo (-) los casos en que no se observo antagonismo entre
las bacterias confrontadas y con signo (+/-) donde se presenta duda de
antagonismao.

Tabla 16

Resultados de pruebas de antagonismos de las cepas seleccionadas, donde se
indica con signo (+) los casos en que hubo antagonismo, con signo (-) los casos
en que no se observd antagonismo entre las bacterias confrontadas y con signo
(+/-) donde se presenta duda de antagonismao.

Cepas Cepas sembradas en pozos
sembradas de
forma masiva 1 2 3 4 5 6 7 8
1 + + + + + + +
2 + + + - - - +
3 + + + + - + +
4 + + + + + + +
5 + - + + - - +/-
6 + - - + +/- - -
7 + +/- + + +/- - +/-
8 + + + + +/- - -
9 - - - - - - - -

Fuente: Propia.

En las pruebas realizadas se observdé 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
antibioticos, 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 presentd antagonismo con ninguna de las bacterias confrontadas.
En la Figura 26 se exponen una parte de los resultados en donde se evidencian
dichos comportamientos y en el Anexo 4 se muestran todos los resultados
obtenidos en la prueba de antagonismo.
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Figura 26. Resultados de las pruebas de antagonismo. Al, All, Bl y BIIl: casos en
los que se observo antagonismo, Al: bacteria 7 sembrada de forma masiva con
bacterias 1 y 2 sembradas en pozos, All: bacteria 1 sembrada de forma masiva
con bacterias 7 y 6 sembradas en pozos, Bl: bacteria 8 sembrada de forma
masiva con bacterias 3 y 4 sembradas en pozos y Bll: bacteria 3 sembrada de
forma masiva con bacterias 7 y 8 sembradas en pozos; Alll y Blll: casos en los
gue no hay antagonismo, Alll: bacteria 8 sembrada de forma masiva con
bacterias 7 y 9 sembradas en pozos y BIll: Bacteria 9 sembrada de forma
masiva con bacterias 3 y 5 sembradas en pozos. Fuente: propia.

En la Figura 27 se observa una parte de los tres comportamientos mencionados
anteriormente, en donde se especifica la tincion de Gram realizada a los pozos
gue fueron seleccionados para verificar la morfologia de las dos bacterias
confrontadas. Como resultado se observo el crecimiento de la bacteria 5
sembrada en pozos sobre la bacteria 9 sembrada de forma masiva mostrando
gue no existe antagonismo entre ellas (Figura 27 Al-1V). La bacteria 1 sembrada
en pozos formd un halo de inhibiciébn sobre la bacteria 7 sembrada de forma
masiva mostrando antagonismo entre ellas (Figura 27 BI-1V). Finalmente, en la
Figura 27 CI-IV se muestra que no hay crecimiento de la bacteria 6 sembradas
en pozos sobre la bacteria 1 sembrada de forma masiva, observando también la
presencia de antagonismo. En el Anexo 4 se muestra las tinciones Gram
realizadas al resto de pozos seleccionados.
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Figura 27. Tinciones 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 la tincion de Gram realizada alrededor de los
pozos, columna Il morfologia microscopica de las bacterias sembradas en forma
masiva y en la columna IV morfologia microscopica de las bacterias sembradas
en pozos. Al-1V: bacteria 9 sembrada de forma masiva y bacteria 2 sembrada en
pozos, observando que no hay antagonismo; BI-IV: bacteria sembrada de forma
masiva 7 y bacteria 1 sembrada en pozos vy CI-IV: bacteria 1 sembrada de
forma masiva y bacteria 6 sembrada en pozos, en ambos casos se observa
antagonismo. Fuente: Propia.

De los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo se observd que
Pseudomonas mendocina (bacteria 9) fue la bacteria que mejor comportamiento
presenté con las bacterias confrontadas, ademas de poseer propiedades
promotoras del crecimiento vegetal, ya que aumenta la biomasa de brotes y
raices de lechuga y los niveles de P y Fe (Kohler et al., 2006); razén por la cual
se seleccionaron las bacterias que mejor interactuaron con ella y las cuales
aportaban otras propiedades de interés, siendo estas: Bacillus megaterium
(bacteria 5) caracterizada por solubilizar fosfatos, producir acido indol acético y
es capaz de fijar nitrégeno (Trivedy & Pandey, 2008; Ding et al., 2005), Bacillus
marisflavis (bacteria 7) tiene la propiedad de fijar nitrogeno (Ding et al., 2005),
Exiguobacterium aurantiacum (bacteria 8) produce &cido indol acético (Gomez et
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al., 2012). A continuacién en la Figura 28 se muestra el comportamiento de
algunas de las bacterias seleccionadas durante todo el ensayo de la prueba de
antagonismao.

R 2
Figura 28. Tinciones de Gram realizadas para evidenciar los comportamientos
observados de 4 las bacterias seleccionadas en las pruebas de antagonismo. En
la columna | se muestra la foto de los pozos, en la columna Il la tincion de Gram
realizada alrededor de los pozos, columna Il morfologia microscépica de las
bacterias sembradas en forma masiva y en la columna IV morfologia
microscopica de las bacterias sembradas en pozos. Al-1V: bacteria 9 sembrada
de forma masiva y bacteria 2 sembrada en pozos (No hay antagonismo); BI-IV:
bacteria 5 sembrada de forma masiva y bacteria 7 sembrada en pozos (No hay

antagonismo); CI-IV: bacteria 7 sembrada de forma masiva y bacteria 6 en
pozos (No hay antagonismo); DI-IV: bacteria 7 sembrada de forma masiva y

~73 ~




bacteria 1 sembrada en pozos (Hay antagonismo); EI-IV: bacteria 8 sembrada
de forma masiva y bacteria 2 sembrada en pozos (Hay antagonismo). Fuente:
Propia.

En estas bacterias seleccionadas al realizar las pruebas de antagonismo se
observd que en ciertos casos como el de la bacteria 8 sembrada en pozos no
crecio sobre la bacteria 5 sembrada de forma masiva, pero al confrontar la
bacteria 8 sembrada de forma masiva y la bacteria 5 sembrada en pozos si se
observo el crecimiento de la bacteria 5. Otro de ellos fue que la bacteria 5 no
presenté crecimiento cuando se encontraba sembrada en pozos sobre la
bacteria 7 sembrada de forma masiva, mientras que la bacteria 7 crecia cuando
estaba sembrada en pozos sobre la bacteria 5 sembrada de forma masiva.
También se observé que la bacteria 8 no presentaba crecimiento cuando estaba
sembrada en pozos sobre la bacteria 7 sembrada de forma masiva, pero cuando
la bacteria 7 se encontraba sembrada en pozos se observé crecimiento de esta
sobre la bacteria 8 sembrada de forma masiva. Lo antes planteado, podria estar
indicando diversas situaciones como: que no exista antagonismo entre estas
bacterias, sino que lo observado podria deberse a una competencia por la
desigualdad de proporciones a las que estaban inoculadas (en un momento en
pozo y en otro masivo), ya que cuando una de las bacterias estaba sembrada de
forma masiva esta se encontraba en mayor proporcion que la otra bacteria
sembrada en pozos. Que en realidad el tipo de competencia que se esté
produciendo, sea de un tipo debido a espacio. Cualesquiera de las situaciones
que esté produciendo, beneficia en el desarrollo del consorcio microbiano,
porque en el consorcio tendran iguales oportunidades de crecimiento y estaran
siendo inoculadas en la misma proporcion, por tanto no deberé esperarse ningun
problema en su actuar en el consorcio. No obstante, todo esto, son elementos
gue deberan seguirse investigando a futuro para el mejoramiento del producto.

5.3 Construccion de la curva cinética de crecimiento y evaluacion de
la estabilidad de los cultivos producidos individualmente que
forman parte del consorcio microbiano.

Finalizada la prueba de antagonismo y seleccionadas las 4 bacterias: Bacillus
megaterium (bacteria 5), Bacillus marisflavis (bacteria 7), Exiguobacterium
aurantiacum (bacteria 8) y Pseudomonas mendocina (bacteria 9) que formaron
el consorcio se procedio a evaluar la cinética de crecimiento y su estabilidad lo
cual indica su viabilidad a lo largo del tiempo.

5.3.1 Construccion de curva de crecimiento por método turbidimétrico

El crecimiento de una poblacién bacteriana tiene lugar en forma exponencial, en
el cual una célula se divide en dos células hijas y luego éstas se dividen a su vez
en dos nuevas células, lo cual corresponde a una progresion geométrica (Apella
y Araujo, 2005), razon por la cual el crecimiento de una poblacién microbiana se
estudia analizando la curva de crecimiento de un cultivo microbiano, en donde la
curva resultante tiene cuatro fases diferentes (fase de latencia, fase exponencial,
fase estacionaria y fase de muerte) (Prescott, 2004). El crecimiento microbiano
radica en un complejo nimero de reacciones equilibradas que determinan su
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metabolismo. Estas reacciones estdn sujetas a variables ambientales que
influyen en las condiciones y tasas de crecimiento celular (Alvarez y Sanchez,
2016).

Contreras et al. (2011) realizaron un estudio de la cinética de crecimiento celular
de Bacillus megaterium evaluando un medio de cultivo liquido definido vy
suministrando diferentes caudales de aire (VVM) con el fin de determinar la
velocidad especifica de crecimiento (u) y la concentracion celular en maxima
fase exponencial. Se determind que B. megaterium presentd una fase de
adaptacion de 4 h y una fase exponencial de maximo 24 h, donde alcanz6 una
concentracion celular de 1.41 E+10 UFC/mL. Por otro lado Vargas (2002) evaluo
la cinética de crecimiento de B. Megaterium en matraz de 1 L utilizando caldo de
almidon modificado a una temperatura de 45°C, pH de 7.5, agitacion constante
de 150 rpm y una relacidon de inéculo de 3% (v/v), obteniendo una fase de
adaptacion de 8 horas con un valor de 62 E+6 de UFC/mL y alcanzando un
punto maximo de crecimiento a las 28 horas con un valor de 42 E+10 UFC/mL.

Orozco (2001) determind la cinética de crecimiento de dos cepas de
Exiguobacterium aurantiacum en matraces de 250 mL con 100 mL de medio de
cultivo marino 2216 liquido, a una temperatura de 30°C y con agitacion
constante de 100 rpm. Este experimento se llevé a cabo tomando 6 muestras
cada 4 horas realizando conteo directo al microscopio utilizando una camara
Petroff-Hausser y determinando la densidad &ptica midiendo la absorbancia en
un espectrofotometro a una longitud de onda de 580 nm, los resultados
mostraron un aumento en la densidad Optica sin que se observara fase
estacionaria en un lapso de 20 horas; el conteo maximo de bacterias/mL se
observé a las 8 horas y se determind que el tiempo necesario para que la
poblacién se duplicara fue de 1.9 a 3 horas.

Alvarez y Sanchez (2016) determinaron las curvas de crecimiento de Bacillus
Subtilis, Bacillus Pumilus, Bacillus Cereus y Bacillus Licheniformis por método
turbidimétrico con una longitud de onda de 300 nm, tomando muestras en
intervalos de 1 hora hasta completar 25 observaciones a una temperatura de 37
°C. Observando que el crecimiento bacteriano de cada cepa fue diferente. En
donde la fase Lag fue mas corta en especies como B. cereus y B. pumilus y
mucho mas larga en especies como B. licheniformis y B. subtilis, donde alcanza
hasta 4 horas. La fase exponencial, demuestra la replicacion acelerada de cada
una de las cepas, entre un lapso no mayor a 5 horas posterior a la fase Lag.
Ademas, se evidencia el aumento en UFC/mL durante ésta fase de crecimiento
en comparacion con el resto de la curva de crecimiento. Posterior a ello, aparece
la fase de latencia y muerte, determinada por la disminucidn de nutrientes,
factores esenciales para la respiracion;, aumento en la cantidad de otros
metabolitos que pueden ser sustancias toxicas y variacion del pH hacia la
acidez. B. subtilis demuestra ser una de las especies con mayor velocidad de
crecimiento y muerte; mientras que B. pumilus, marca una prolongada fase de
latencia.

Acosta (2018) establecié los parametros de crecimiento de diversas bacterias
promotoras de crecimiento vegetal entre ellas Pseudomonas protegens y
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Pseudomonas veronii utilizando medio de cultivo sintético (King B liquido y 3
medios de cultivos alternativos), el experimento se realiz0 por el método de
turbidimetria tomando muestras cada 2 horas y midiendo su absorbancia en un
espectrofotometro con una longitud de onda de 600 nm durante 24 horas en
agitaciéon constante de 150 rpm a 26 °C.

En el presente trabajo la obtencion de la curva de crecimiento microbiano de las
4 bacterias seleccionadas se realizd segun lo explicado en la metodologia,
inicialmente se prepararon indculos de las bacterias seleccionadas, obteniendo
los siguientes valores de absorbancia 0.55 para la bacteria 5 (Bacillus
megaterium), 3.01 para la bacteria 7 (Bacillus marisflavis), 1.16 para la bacteria
8 (Exiguobacterium aurantiacum) y 3.01 para la bacteria 9 (Pseudomonas
mendocina), después de un crecimiento en Shaker a 170 rpm durante 16 horas.

Después de la inoculacion a un volumen mayor se dio seguimiento al
crecimiento microbiano midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 540
nm de cada uno los indculos de las bacterias seleccionadas durante 6 horas
aproximadamente. En esta prueba se consider6 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) (Paramo,
2012). A continuacion se muestra la Tabla 17 con los valores de absorbancia y
las UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias) correspondientes a las 4
bacterias seleccionadas. En las Figuras 29, 30 y 31 se muestran los tres tipos
de gréaficos construidos a partir de los datos obtenidos de la tabla antes
mencionada, correspondiente a las bacterias 5, 7, 8 y 9, estos gréaficos son
Absorbancia vs Tiempo, UFC/mL vs tiempo y UFC/mL vs absorbancia.

Tabla 17

Valores de absorbancia a 540 nm y valores de UFC/mL a partir de los cuales se
construyen las curvas de crecimiento de la bacteria 5, 7,8 y 9.

Bacteria 5 Bacteria 7 Bacteria 8 Bacteria 9

Abs* UFC/mL Abs* UFC/mL Abs* UFC/mL Abs* UFC/mL

0.13 1.30E+8 0.307 3.07E+8 0.14 1.40E+8 0.21 2.1E+8
0.257 2.57E+8 0.313 3.13E+8 0.171 1.71E+8 0.256 2.56E+8
0.32 3.20E+8 0.373 3.73E+8 0.223 2.23E+8 0.297 2.97E+8
0.402 4.02E+8 0.559 ©5.59E+8 0.354 3.54E+8 0.413 4.13E+8
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

1.932 1.93E+9 1.1 1.10E+9 1.14 1.14E+9

~76 ~



Continuaciéon de la Tabla 17

1.19 1.19E+9 1.39 1.39E+9
1.635 1.64E+9

*: Absorbancia
Fuente: Propia

2.5

Absorbancia

Tiempo (horas)

—@— Bacteria 5 & Bacteria7 —#—Bacteria8 —#@—Bacteria9

Figura 29. Curvas cinéticas de crecimiento de las bacterias 5,7, 8 y 9. Curva de
Absorbancia vs tiempo. Fuente: Propia.

2.50E+09
2.00E+09

1.50E+09

UFC/mL

1.00E+09

5.00E+08

0.00E+00
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Figura 30. Curvas cinéticas de crecimiento de las bacterias 5, 7, 8 y 9. Curva de
crecimiento UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias) vs tiempo. Fuente:
Propia.

~ 77 ~



3.50E+09 3.50E+09

3.00E+09 v 3.00E+09 -
2.50E+09 2.50E+09
. 2.00E+09 - 2 2.00E+09 e
SLS0E+09 3 1.50E+09 P
S 1.00E+09 o = 1.00E+09 o
5.00E+08 -’ 5.00E+08 i
0.00E+00 b
: 0.00E+00
0 1 2 3 4 0 1 2 3
A Absorbancia B Absorbancia

1.40E+09 1.80E+09
1.60E+09
1.40E+09
1.20E+09

1.20E+09
1.00E+09

_El 8.00E+08 ?E 1.00E+09
5 6.00E+08 O 8.00E+08
e [V
= 4.00E+08 = 6.00E+08
4.00E
2.00E+08 00E+08
2.00E+08
0.00E+00 0.00E+00
0 0.5 1 1.5 0 0.5 1 15
C Absorbancia D Absorbancia

Figura 31. Curva de calibracion UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias) vs
Absorbancia. Fuente: Propia.

Una vez construidas las curvas cinéticas correspondientes a la bacteria 5
(Bacillus megaterium) se observdé que su fase de adaptacion durd
aproximadamente 2 horas y alcanz6 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) reporté que 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 que 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. Se observa que en este estudio se obtuvo un menor
valor de UFC/mL con respecto de los resultados reportados por Contreras et al.
(2011) y Vargas (2002), estas diferencias se pudieron haber dado por las
diferentes condiciones en las que realizaron estos experimentos como la
utilizacion de medios con diferentes sustratos, crecimiento a temperaturas y un
pH establecidos, suministro de diferentes caudales de aire y la realizacion de
conteo celular. Un aspecto fundamental que contribuye a reducir los tiempos de
la fase Lag o fase de adaptacion es la aproximaciéon al maximo del
microorganismo a las condiciones metabdlicas a las que va a ser inoculado.

~ 78 ~



Mientras que la bacteria 7 (Bacillus marisflavis) 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 de que no se encontrd literatura sobre la cinética de esta bacterias 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
asemejandose al comportamiento observado en Bacillus marisflavis que
presenté una fase lag de 37 minutos. La fase exponencial también concuerda
con lo descrito por Alvarez y Sanchez, (2016) 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 alcanzé hasta las 6.38 horas
presentando una absorbancia de 1.19 equivalente a 1.19E+9 UFC/mL, en
cambio Orozco (2001) reporté que el crecimiento maximo fue a las 8 horas y no
se observo la fase estacionaria en un lapso de 20 horas.

Por dltimo con la bacteria 9 (Pseudomonas mendocina) se observé una fase de
adaptacion de aproximadamente 1 hora y alcanz6 su punto de crecimiento
méaximo a las 6.36 horas presentando una absorbancia de 1.635 equivalente a
1.64E+9 UFC/mL. Acosta (2018) establecio la cinética de crecimiento de 2
especies de bacterias del género Pseudomonas: Pseudomonas protegens
alcanzé el maximo crecimiento a las 6 horas aproximadamente mostrando una
fase estacionaria muy inestable; mientras que Pseudomonas veronii alcanzo su
maximo crecimiento a las 10 horas aproximadamente.

Al observar el comportamiento de las bacterias con las cuales se trabajo es
posible establecer que las bacterias 7 (Bacillus marisflavis) y 9 (Pseudomonas
mendocina) mostraron ser mas rapidas en su crecimiento y productoras de
abundante biomasa, esto se deduce por su mayor absorbancia en el tiempo 0
que fue de 0.307 y 0.21 respetivamente, lo cual podria indicar una buena
adaptacion de las bacterias a las condiciones de trabajo.

Es posible que las diferencias entre los comportamientos de las bacterias 5, 7, 8
y 9 con respecto a las fuentes comparadas, se deba a la variacion de
condiciones como la temperatura, ya que este es el factor mas determinante del
crecimiento bacteriano, dado que proporciona la energia necesaria para la
transicion del umbral de activacion que es requerido en las diferentes reacciones
posteriores a la fase de adaptacion (Alvarez y Sanchez, 2016). El pH también es
un parametro critico en el crecimiento de microorganismos ya que por lo general
los microorganismos que toleran pH acidos no toleran pH alcalinos y viceversa;
independientemente del pH que pueda soportar un microorganismo, es
importante conocer cudl es el pH 6ptimo para su crecimiento (Paramo, 2014b).
Otro factor es el agotamiento de nutrientes o del sustrato limitante ya que segun
Alvarez y Séanchez, (2016) en la fase exponencial la tasa méxima de
crecimiento, estd limitada Unicamente por la capacidad de las bacterias de
procesar los nutrientes. Frecuentemente los medios de cultivo, incluyen
macroelementos como el Nitrogeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K), la limitacion
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de estos dos ultimos inducen el desacoplamiento de procesos catabdlicos y
anabdlicos que consecuentemente disminuyen el rendimiento de la biomasa,
esto explicaria que las bacterias evaluadas en este trabajo alcancen
rapidamente la fase exponencial ya que probablemente su desarrollo sea muy
bueno en condiciones de un medio rico como el LB que se us6 para su
reproduccion en este trabajo (Paramo, 2012). Otros factores importantes que
inciden directamente en la cinética de crecimiento bacteriano son la agitacion y
aireacion (Alvarez y Sanchez, 2016).

5.3.2 Pruebas de anaquel o de estabilidad acelerada

Segun Camelo (2010) las pruebas de estabilidad de biofertilizantes ayudan a
determinar la vida util de los mismos, asi como, el comportamiento de la
actividad biologica a través del tiempo. Este autor, evalué durante 105 dias a
tres temperaturas 4° C, 20° C y 32° C la viabilidad y la actividad biol6gica
(fijacion biolégica de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y produccion de
sustancias indolicas) de la cepa AC1 (Azotobacter chroococcum), en donde se
observd que la concentracion bacteriana nunca estuvo por debajo del orden de
10® UFC/mL, en las tres temperaturas de almacenamiento. También determiné
gue en condiciones de refrigeracion (4° C) la concentracion final obtenida estuvo
alrededor de 1x10° UFC/mL, siendo esta la mejor temperatura para el
almacenamiento.

Gonzales (2017) determind la viabilidad de la cepa D7 (Azospirillum sp.) en
medios liquidos y soélidos durante 4 semanas a tres temperaturas 4° C, 25° Cy
60° C, en el cual el medio liquido present6é una disminucion de la UFC/mL a las
tres temperaturas evaluadas al finalizar el tiempo de almacenamiento y que la
temperatura que mantuvo mas estable las poblaciones en el tiempo fue la de 4°
C. De igual forma Rojas et al. (2009) estudid la estabilidad de la cepa C50
(Rhizobium sp.) en medio de cultivo tradicional y alterno, determinando las UFC
a los 15 y 30 dias de almacenamiento en refrigeracién, observando que las UFC
se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo establecido.

En este trabajo se realizaron pruebas de estabilidad con el objetivo de verificar el
mantenimiento o disminucion del numero inicial de UFC/mL en los cultivos de
cada una de las bacterias que conforman el consorcio microbiano durante el
tiempo de andlisis de la estabilidad. Para realizar las pruebas de estabilidad se
llevé a cabo la produccion en Shaker, como se describe en la metodologia, de
cada bacteria seleccionada. Durante el periodo de crecimiento se midié la
absorbancia de cada bacteria segun los tiempos definidos en la curva cinética.
Una vez llegado al punto de maximo crecimiento se tomaron muestras de 1 mL
de cada Erlenmeyer para realizar diluciones seriadas y posteriormente siembras
en profundidad con el objetivo de cuantificar las UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) y asi conocer el valor inicial de las pruebas de estabilidad, obteniendo
valores de 2.51E+06 UFC/mL para la bacteria 5 (Bacillus megaterium),
8.60E+05 UFC/mL para la bacteria 7 (Bacillus marisflavis), 3.95 E+06 UFC/mL
(Exiguobacterium  aurantiacum) 'y 2.74E+08 UFC/mL (Pseudomonas
mendocina). Cabe aclarar que los valores de UFC/mL antes mencionados
reflejan Unicamente células vivas ya que fueron hechas por el conteo directo en
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placa. En la Tabla 18 se muestran los resultados de la cuantificacion de UFC
(Unidades formadoras de Colonias) que se hizo a las 4 bacterias cada 15 dias
durante los 2 meses de evaluacion establecidos en la metodologia, ademas se
muestran las graficas obtenidas a partir de estos datos en las cuales se refleja el
comportamiento de cada una de las bacterias en el tiempo establecido (Figura
33).

Tabla 18

Resultados de pruebas de estabilidad realizada durante dos meses a las
bacterias 5, 7, 8 y 9. Se muestran los intervalos de tiempo (dias) y los conteos
de UFC/mL correspondientes.

Conteo de UFC/mL de las bacterias

Tiempo
(dias) 5 7 8 9
0 2.51E+06 8.60E+05 3.95E+06 2.74E+08
15 1.78E+06 4,34E+05 3.74E+06 7.69E+08
30 3.61E+05 2.22E+05 2.44E+06 7.55E+08
45 7.32E+05 2.23E+05 3.55E+06 7.50E+08
60 7.63E+05 4.37E+05 2.50E+06 8.00E+08

Fuente: Propia.

En la Tabla 18 y en la Figura 32 se refleja el comportamiento de la estabilidad
de las bacterias 5 (Bacillus megaterium), bacteria 7 (Bacillus marisflavis),
bacteria 8 (Exiguobacterium aurantiacum) y bacteria 9 (Pseudomonas
mendocina), en donde fue posible observar que el numero de UFC/mL de la
bacteria 5 disminuy6 en un 17.4%, sin embargo se observé que la bacteria 7 se
mantuvo en un mismo rango con orden de 10° equivalente a 4.23% de
disminucién de UFC/mL, para la bacteria 8 se mantuvo en 10°, representando un
14.5% de disminucién de UFC/mL, mientras que la bacteria 9 se mantuvo
constante en un rango de 10® con un 0.31% de disminucién de UFC/mL durante
los 60 dias de evaluacibn mostrandose practicamente constantes en su
viabilidad en el tiempo, lo cual concuerda con lo descrito por Camelo (2010) y
Rojas et al. (2009) quienes reportaron que a temperaturas de refrigeracion las
UFC/mL se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo establecido. 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).

Los resultados obtenidos en esta etapa nos indican que se debera tener cuidado
con las bacterias 5 y 8 porque son las que mas rapidamente disminuyen su
viabilidad en el tiempo y las bacterias 7 y 9, en correspondencia con los
resultados obtenidos muestran ser mas estables en su viabilidad con el tiempo,
lo cual da la posibilidad de conservarlas en refrigeracion por mas tiempo.
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VI,

CONCLUSIONES

La realizacion del presente trabajo y el analisis de los resultados alcanzados,
permiten plantear las siguientes conclusiones considerando los objetivos que se
establecieron al inicio del mismo:

1.

Con respecto a la caracterizacion morfolégica y molecular de los
microorganismos aislados de bioinsumos artesanales se obtuvo lo
siguiente:

En

De las 23 bacterias aisladas se observaron 14 tipos de morfologia
macroscopica de las colonias (Color crema, consistencia cremosa y
bordes redondeados) y microscopicamente mediante la tincibn Gram
se obtuvo que 22 presentan forma bacilar (15 Gram positivas y 7
Gram negativas) y 1 una de forma cocal Gram positiva.

De los 6 hongos filamentosos aislados se obtuvo una variedad de
caracteres de la morfologia de sus colonias. Microscopicamente, se
observé que 5 hongos filamentosos presentaron esporas esféricas y 1
con forma ovalada.

La identificacion bacteriana por via molecular de los 23 aislados
permitid identificar 12 bacterias hasta el nivel de especie (B.
thuringiensis, B. pumilus, B. megaterium (2), B. cereus, B. subtilis (2),
B. Flexus, Lysinibacillus macroides (2), Agrobacterium tumefaciens y
Staphylococcus succinus) y 11 hasta nivel de género (Bacillus sp. (6),
Stenotrophomonas sp. (4) y Paenibacillus sp).

La identificacion molecular de hongos filamentosos permitio
identificarlos como: Monascus purpureus, Neosartorya glabra,
Byssochlamys nivea, Aspergillus flavus y 1 a nivel de género
Neosartorya sp.

lo que respecta a la obtencion del consorcio microbiano se obtuvo:

De la realizacion de las pruebas de antagonismo se seleccionaron las
siguientes bacterias para integrar el consorcio microbiano: B.
megaterium, bacteria 5 (solubiliza fosfatos, produce &acido indol
acético vy fija nitrégeno), B. marisflavis, bacteria 7 (fija nitrogeno),
Exigoubacterium aurantiacum, bacteria 8 (productora de é&cido indol
acético) y Pseudomonas mendocina bacteria 9 (promotora del
crecimiento vegetal, aumenta la biomasa de brotes y raices, y los
niveles de P y Fe).
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3. Para la cinética microbiana y la estabilidad del consorcio se lleg6 a:

Para todas las bacterias seleccionadas se obtienen indices maximos
de crecimiento que rondan los 10° UFC/mL en producciones
desarrolladas a nivel de shaker, con tiempos para alcanzar su punto
maximo de crecimiento que oscilan entre 4.57 a 6.38 horas.

La evaluacién de la estabilidad de cada una de las bacterias que
conformaron el consorcio microbiano almacenadas a temperaturas de
refrigeracion de 10° C durante 60 dias, arroj6 que B. megaterium y
Exiguobacterium aurantiacum, redujeron su viabilidad entre el 14 al 17
% aproximadamente; mientras que B. marisflavis y Pseudomonas
mendocina permanecen con indices de viabilidad practicamente
constantes durante el periodo en estudio.

4. Otros resultados que destacan de este trabajo son los siguientes:

Para cada bioinsumo en estudio se determiné que contenian: muestra
TS: 5 bacterias (B. thuringiensis, B. pumilus, 2 Bacillus sp. y
Stenotrophomonas sp.) y 4 hongos filamentosos (Monascus pupureus,
Neosartorya glabra, Neosartorya sp. y Aspergillus flavus — reportado
como patdogeno para cultivos); muestra LS: 6 bacterias (B.
megaterium, B. subitilis, 2 Stenotrophomonas sp., 1 Paenibacillus sp. y
1 Bacillus sp.) y 1 hongo filamentoso no secuenciado; muestra LL: 3

bacterias (B. megaterium, Staphylococcus succinus y Bacillus sp.) y 1
hongo filamentoso (Byssochlamys nivea). Muestra DCL: 9 bacterias
(B. subtilis, B. flexus, B. cereus — patdgeno para el ser humano, 2
Lysinibacillus macroides, Agrobacterium tumefaciens, 2 Bacillus sp. y
Stenotrophomonas sp).

Del andlisis de las aplicaciones biotecnoldgicas de las bacterias se
logré identificar que algunos de los bioinsumos presentan bacterias
patégenas al ser humano como B. cereus (muestra DCL) y otras
bacterias que pudiesen estar desarrollando actividades no utiles
agronémicamente, como Agrobacterium tumefaciens, B. flexus
(muestra DCL), y Staphylococcus succinus (muestra LL); asi como
algunas que poseen importantes aplicaciones industriales vy
ambientales como B. flexus y Lysinibacillus macroides (muestra
DCL), ademas de Stenotrophomonas sp. (muestras DCL y LS).

En cuanto a los hongos filamentosos, se encontré que la muestra TS,
contiene Aspergillus flavus (patégeno para el ser humano y los
animales), Monascus purpureus y Neosartoya glabra (beneficiosos a
la industria farmacéutica), Neosartorya sp (utilizado en procesos de
biorremediacion). La muestra LL contiene Byssochlamys nivea
(Beneficioso para la agricultura como controlador biol6gico, indeseable
en procesos de preservacion de fruta).
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VIl. RECOMENDACIONES

Al concluir el presente trabajo, se han abierto nuevas interrogantes que
permitiran continuar investigando para mejorar el producto obtenido hasta llegar
a su aplicacion comercial y que sea de utilizacion agricola en beneficio de los
productores, por ello se recomienda lo siguiente:

1. Aplicar el consorcio microbiano producido a escala de laboratorio en
cultivos de interés agricola para su estudio en condiciones semi-
controladas en invernadero y no controladas en campo abierto.

2. Analizar la posibilidad de conformar el consorcio Unicamente con Bacillus
megaterium y Pseudomonas mendocina, dado que estas dos presentan en
si todas las propiedades que aporta el consorcio formado por las 4 antes
propuestas y podria estar eliminando el problema de la duda de
antagonismo.

3. Evaluar la cinética de crecimiento en conjunto de las bacterias que
conformen finalmente el consorcio microbiano, pero considerando los
resultados obtenidos de la estabilidad de cada bacteria por separado.

4. Realizar estudios de vida de anaquel (Viabilidad del consorcio en el
tiempo), para el consorcio o consorcios que se definan en un futuro por
rangos de tiempo mayores al aca presentados.

5. Finalmente, se recomienda valorar la produccion masiva del consorcio con
un medio de cultivo alternativo que contenga fuentes nutricionales de bajo
costo y facil disponibilidad en la region, para su posterior produccion a
escala piloto.
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VIIl.  GLOSARIO

ADN: Acido Desoxirribonucleico. Acido nucleico formado por nucleétidos en que
el azucar es desoxirribosa, y las bases nitrogenadas son adenina, timina,
citosina y guanina. Excepto en los retrovirus que tienen ARN, el ADN codifica la
informacion para la reproduccion y funcionamiento de las células y para la
replicacion de la propia molécula de ADN. Representa la copia de seguridad o
depdsito de la informacion genética primaria, que en las células eucariotas esta
confinada en la caja fuerte del nucleo.

Antagonismo: El antagonismo microbiano esta dado por la inhibicion, deterioro
0 muerte de alguna especie de microorganismos por la accién de otra; 0 una
relacion entre dos poblaciones en la cual una de ellas causa efectos negativos a
la otra.

Antibiosis: fendmeno biolégico en el que existe una detencién o destruccion del
crecimiento microbiano debido a sustancias producidas por otro ser vivo.

Antibioticos: sustancias producidas por un ser vivo que se oponen al desarrollo
de otro ser vivo.

Antimicrobianos: sustancias que matan o inhiben el crecimiento de los
microorganismos (antibacterianos, antifungosos, etc.).

Bioedit: Es un programa informatico de secuencias el cual permite la
manipulacion y analisis de mdultiples secuencias y contiene aplicaciones que
facilitan su alineamiento.

Biocontrol: El control biolégico es un método de control de plagas,
enfermedades y malezas que consiste en utilizar organismos vivos con objeto de
controlar las poblaciones de otro organismo.

Biofertilizante: Es un fertilizante organico natural que ayuda a proporcionar a
las plantas todos los nutrientes que necesitan y a mejorar la calidad del suelo
creando un entorno microbioldgico natural.

BLAST: Es un programa informatico que emplea un algoritmo heuristico que
lleva a cabo un alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN o de
proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia problema (también
denominada en la literatura secuencia query) contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos.

Cepa bacteriana: es un conjunto de bacterias con igualdad en términos de sus
caracteristicas biologicas, es decir, bacterias de la misma especie, se llaman
cepas o colonias bacterianas.

Conidios: estructuras propagativas de los hongos producidas al extremo de un
conidiéforo.
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Esporas: unidad reproductiva de los hongos, que se forma dentro de un
esporangio.

Esporulaciéon: proceso que ocurre en los hongos y estd relacionado con la
produccion de esporas, conidios, etc.

Eucariota: Célula que tiene el nucleo diferenciado mediante una membrana

Filogenia: La filogenia es la relacién de parentesco entre especies o taxones en
general

Fitopatdgeno: Se denomina fitopatdgeno a un microorganismo, que genera
enfermedades en las plantas a través de disturbios en el metabolismo celular, al
secretar enzimas, toxinas, fitoreguladores y otras sustancias y, ademas,
absorbiendo nutrientes de la célula para su propio crecimiento.

Fluorocromo: Los fluorocromos son sustancias que tienen la propiedad de
emitir un foton de una longitud de onda determinada cuando son excitados por
un foton incidente de una longitud de onda caracteristica.

Hifa: cada uno de los filamentos tubulares que constituyen el micelio en todo su
espesor, lo cual confiere un aspecto no estratificado.

Inoculante  microbiano: son productos tecnologicos basados en
microorganismos, promotores del crecimiento vegetal.

MEGA: Es una herramienta para trabajar con el alineamiento de secuencias
manual y automaticamente para la realizacion de arboles filogenéticos
empleando secuencias de bases de datos, también estima rangos de evolucién
molecular y examina hipotesis evolutivas.

Metabolismo: actividad bioquimica que ocurre en los seres vivos para llevar a
cabo los procesos esenciales para su supervivencia.

Microbiota: Conjunto de microorganismos que se encuentran generalmente
asociados al suelo y plantas, animales y humanos. Los microorganismos residen
en estos lugares de forma mas o menos permanente y en algunos casos
realizan funciones especificas.

Monofilético: En filogenia, un grupo es monofilético (del griego: de una rama) si
todos los organismos incluidos en él han evolucionado a partir de un ancestro
comun, y todos los descendientes de ese ancestro estan incluidos en el grupo.

Morfologia: estudio de la forma y estructura externa de los seres vivos.

Parafilético: En filogenia un grupo es parafilético cuando incluye al ancestro
comun de sus miembros, pero no a todos los descendientes de este.
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Patégeno: término que se aplica a cualquier elemento que causa
enfermedades. Organismo que causan una enfermedad.

Sapréfito: organismo que vive de materia organica muerta 0 en
descompaosicion.

Screen: screen es un vocablo anglosajon, como verbo se puede utilizar para
indicar acciones como filtrar, cernir, separar, dividir, etc.

Tincién: efecto de teiiir o dar color.
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IX. ABREVIATURAS
Abs: absorbancia
ADNr: Acido desoxirribonucleico ribosomal.
AIA: Acido Indol Acético
ARNr: Acido ribonucleico ribosémico o ribosomal.
Bac: Bacteria

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta de Busqueda de
Alineamiento Local Basico).

BPCV: Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

DCL: Del Campo liquido.

ITS: Internal Transcribed Space (Espacio Interno Transcrito)
HMA: hongos micorrizico arbusculares

LB Broth: Caldo Luria Bertani.

LL: Licoroy liquido.

LS: Licoroy sélido.

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Andlisis de Genética
Evolutiva Molecular).

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de
Informacion de Biotecnologia).

nm: nanémetros.
pb: Pares de bases.

PIENSA: Programa de Investigacion Estudios Nacionales y Servicios
Ambientales.

pH: Potencial hidrogeno.
PCR: Reacciéon en Cadena de la Polimerasa.

PDA: Papa Dextrosa Agar.
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PGPM: Microorganismos promotores del crecimiento de las plantas (PGPM, por
sus siglas en inglés)

PSB: Bacterias solubilizadoras de fosfato (Por sus siglas en inglés)
TS: Tisey sdlido.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias
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XI.

ANEXOS

Anexo 1. Arbol filogenético de bacterias 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. Fuente:

Propia.

ltd

A(1368) STRAIN NF

140) KJ870186 Bacillus pumilus
{(141) KT371465 Bacillus pumilus
(139) HQO08718 Bacillus safensis
138) KX7851290 Bacillus sp.

(137) KX454026 Bacillus sp.

75) MHS569364.1 Bacillus pumilus
4) MG778900.1 Bacillus safensis
(73) MHG603952.1 Bacillus safensis

(72) MG271968.1 Bacillus sp
{(71) MHB813429 .1 Bacillus sp

MA(70)D2 27F

{16) KX&673833.1 Bacillus sp
{15) KX216378.1 Bacillus safensis

(14) KY622229. 1 Bacillus safensis

{(13) MF187635.1 Bacillus pumilus
{12) MF692773.1 Bacillus pumilus

A(11) A3 27F

{34) KUS898075.1 Bacillus pumilus
(33) KF241529.1 Bacillus pumilus

(32) KF241530.1 Bacillus sp

{31) KUS97576.1 Bacillus sp

{30) KX817946.1 Bacillus sp

A(20)yL2 27F

A(1068) STRAIN F1F
1= 111) KX454091 Bacillus subtilis
=y (110) KX454095 Bacillus subtilis
hy— 100) KUS08284 Bacillus velezensis
- (108) KF496097 Bacillus sp.
r—(1o7) KX454122 Bacillus sp.

201 L—u 13) KF322037 Bacillus subtilis
(114) FJ222553 Bacillus subtilis
115) KF863830 Bacillus sp.
116) KX548943 Bacillus sp.
MA(112) STRAIN G1F
117) KU764381 Bacillus subtilis
122) JN247735 Bacillus sp.
123) KF387675 Bacillus kochii
121) KUS97573 Bacillus kochii
120) GU143796 Bacillus sp.
=31 (119) KC713922 Bacillus flexus

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

A23)L1 27F

{24) MH91031 1.1 Bacillus megaterium

{25) KP236235.1 Bacillus megaterium

(26) MG430217.1 Bacillus aryabhattai

{27) KF962976.1 Bacillus aryabhattai

(28) MG309429.1 Bacillus sp.
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Continuacién de Anexo 1

A(40)S2 27F

{41) MH333212.1 Bacillus megaterium
{42) DQ275179.1 Bacillus megaterium
{43) MHO10135.1 Bacillus aryabhattai
{44) KJ721200.1 Bacillus aryabhattai
{45) MF248357.1 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
103) KR0O77857 Bacillus sp.

104) KT183573 Bacillus sp.

A1) A1 27F

22) MH553093.1 Bacillus thuringiensis
21) JF836882.1 Bacillus cereus

20) KY840466.1 Bacillus toyonensis
19) KF740308.1 Bacillus sp

18) MHG647668.1 Bacillus sp

A(17) A4 27F

5) KU283638.1 Bacillus cereus

4) KU720553.1 Bacillus cereus

{3) MHG680718.1 Bacillus sp

{2) MG755767.1 Bacillus sp

4 A\(58)S527F
53
2

1é

18

{59) MG309372.1 Bacillus sp
{60) KY621914.1 Bacillus sp
61) MF 1400931 Bacillus thuringiensis
62) MG256760.1 Bacillus toyonensis
63) MH815087.1 Bacillus cereus
A\(88) D5 27F
89) MHO915610.1 Bacillus cersus
{90) MH187637.1 Bacillus cersus

243 91) MH814579.1 Bacillus sp

243 92) MH559342.1 Bacillus sp
24:L—93) MH899016.1 Bacillus anthracis

e { 134) KT339332 Staphylococcus xylosus
{132) NR 037053 Staphylococcus succinus

s
";I_ {135) KX011964 Staphylococcus sp.

i A\(130) STRAIN MF
8o ,Q(E:ﬁ”) KF254629 Staphylococcus succinus

*95L{133) UJX122579 Staphylococcus xylosus
A(52) sS4 27F
- (53) MH628020.1 Paenibacillus sp
'ﬁl_ {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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Continuacién de Anexo 1

A\(64) D1 27F
(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
7| T—(97) KU644309.1 Lysinibacillus sp

178 08) KX783547.1 Lysinibacillus fusiformis
741(99) KT369854.1 Lysinibacillus xylanilyticus
o~ A[124) STRAIN L1F

143 120) KF465840 Agrobacterium sp.

%] L—{(128) EF054875 Agrobacterium tumefaciens
e 127) KM894180 Agrobacterium tumefaciens
= {126) JQ514092 Rhizobium sp.
b——(125) KM894198 Rhizobium sp.
108 A6) A2 2TF
(7) MH718840.1 Stenotrophomonas sp
(8) MH392647.1 Stenotrophomonas sp
(9) MH392645.1 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

84) KT825810.1 Stenotrophomonas sp

85) HG941747.1 Stenotrophomonas rhizophila
86) JQ890538.1 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)
GCAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGA
CGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGA
AAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCAATAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
AAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTAT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGA
GTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACT
GAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCT
GAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGAAGCAACGCG

>A2 27F Secuencia 2. Cepa TS13-1111J (Stenotrophomonas sp.)
CAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAG
GAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACG
CTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGC
GCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCC
ACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGGCTAATACC
CGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAAC
CTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTG
GAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATG
GCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAA
CTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAAC

>A3 27F Secuencia 3. Cepa TS13-2111U (Bacillus Pumilus)

ACATGCAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCG
GACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGAT
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GAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA
GTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGA
ACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT
GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTG

>A4 27F Secuencia 4. Cepa TS13-3C (Bacillus sp.)
ATACATGCAGTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAAC
TCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGA
AATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGA
AAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
GACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAAC
TGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTT
TAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
AAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC
TGCCGGTG

>D1 27F Secuencia 5. Cepa DCL1-2A (Lysinibacillus Macroides)
AGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATA
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ATCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTAT
AGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA
GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGG
ATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTA
CCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGG

>D2_27F Secuencia 6. Cepa DCL2-11 (Bacillus sp.)
AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAG
TTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTAC
AGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAG
GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGC
TCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCC
ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAG

>D3 27F Secuencia 7. Cepa DCL3-3 (Bacillus sp.)
CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTT
CGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGA
TTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGC
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
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ATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTG
CTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGAC

>D4 27F Secuencia 8. Cepa DCL3-4 (Stenotrophomonas sp.)
CTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAAT
CTACCTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATAC
GACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAG
CCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGA
TCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAA
GCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAG
CCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGGCTAATACCCGGTTGTTCTGACG
GTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGG
TGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGT
GGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTA
GCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTA
CCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGT
GCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGG
AGTACGGTCGCAAGACTG

>D5 27F Secuencia 9. Cepa DCL12-111Q (Bacillus Cereus)
AGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAA
CATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTAT
GGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGG
TCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCA
CCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTAC
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>D6_27F Secuencia 10. Cepa DCL1-11(Lysinibacillus Macroides)
GCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAAC
CTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAA
TCTCTTTTGCTTCATGGTGAAAGACTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTATA
GGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTAC
CTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAG
TGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC

>L.1 27F Secuencia 11. Cepa LL9-21 (Bacillus Megaterium)
GTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAAC
CGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGAT
GGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGAT
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTA
CAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCA
GAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGG
CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAG
CTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACTCTAG
AGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAG

>L2_27F Secuencia 12. Cepa LL8-221 (Bacillus sp.)

GGCTAAACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTT
AGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCAGGTT
CAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGC
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ATAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA
GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAAGGGGGGGGATGACGTCAAATC
ATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACGTGCTACATG

>S1_27F Secuencia 13. Cepa LS5-21 (Stenotrophomonas sp.)
GGTTGCTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTAT
GGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCG
TGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGT
GAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGA
TTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGG
TCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAG
CCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGG
GAAAGAAAAGCAGTCGGCTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAA
TAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCA
AGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAG
TCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGC
GACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGC
GTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACA
CTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCAC
GCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGTGGAGTAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGA
GAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGG
AGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCA
TGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGG
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>S2_27F Secuencia 14. Cepa LS5-1K (Bacillus sp.)
GCTAAACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTA
GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT
AACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGA
GATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG
GGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
GAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATGTGGAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAAC
TGACGCTGAGGCGCGAAACGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAA
GACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTG
ACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGT
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAG
GTGACTGCCGTGACAAC

>S3 27F Secuencia 15. Cepa LS6-211P (Stenotrophomonas sp.)
ATGCAGTCGACGGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTG
GCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTGGGGGATAACGT
AGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGAC
CTTCGGGCCTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCG
GGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGG
GTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAG
TCGGCTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTA
ACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAG
CCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTG
GTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGG
GAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAG
GCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAA
GCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAG
AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
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TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGTCCTTAGTTGCCAGC

>S4-27F Secuencia 16. Cepa LS7-2111 (Paenibacillus sp.)
GGCTAAACATGCAGTCGAGCGGACTTGATGGAGTGCTTGCACTCCTGATGG
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTACCTGCCCATAAGACTGGG
ATAACCCACGGAAACGTGAGCTAATACCAGATAGGCATTTTCCTCGCATGA
GGGAAATGAGAAAGGCGGAGCAATCTGTCACTTATGGATGGACCTGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTG
CCAGGGAAGAACGCCTAGGAGAGTAACTGCTCTTAGGGTGACGGTACCTG
AGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
GGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCAA
TGTAAGTTGGGTGTTTAAACCTAGGGCTCAACCTTGGGTCGCATCCAAAACT
GCATAGCTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGGCT
GTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGAT
ACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
TGAATGACCGTCCTAGAGATAGGGCTTTCCTTCGGGACATCAAGAC

>S5 27F Secuencia 17. Cepa TS10-111 (Bacillus sp.)
GAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGG
ATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCAC
TTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCT
GGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGAC
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Anexo 3. Secuencias corregidas y alineadas en formato FASTA de
hongos filamentosos identificados molecularmente.

>B1 ITS1 Secuencia 18. Cepa TSI-2111 (Monascus Purpureus)
CACCCGTGATTATTGTACCTCCTGTTGCTTCGGCGCGGCCCCCCGGGGLC
CGCCGGAGACATCTTCTCGAACGCTGTCTTTGAAAAGGATTGCTGTCTGAG
TAAACATACCAAATCGGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTACTGCCCCTCAAGCGCGGCTTGTGTGTTG
GGCCGCCGTCCCCTGCGCCTCCGGGCAAGGGGGACGGGCCCGAAAGGCA
GTGGCGGCGCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCT
CAGTAGGTCGGGCCGGGGCCTTTGCCCTCTCCAACCTTTTTTTCCTTAGGTT
GACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA

>B2_ITS1 Secuencia 19. Cepa TSII-211 (Neosartorya sp.)
CACCTCCCACCCGTGTCTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTT
TTCGAACGGCCGCCGGGGAGGCCTCGCGLCCCCLGGGLeeasLaeeeaeceas
AAGACCCCAACATGAACGCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTTGATTAT
CATAATCAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGT
CCCCGGTTCTCCCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGT
CCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCG
GCGCCAGCCGACACCCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGT
AGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC

>B3 ITS1 Secuencia 20. Cepa TSIlII-2111 (Neosartorya Glabra)
GTGTCTATTGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTTCGAACGGCCG
CCGGGGAGGCCTCGCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCAACA
TGAACTCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTTGATTACCATAATCAGTTAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ATTGCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCGGTTCTC
CCCGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCCAGCCGA
CACCCCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCC
GCTG

>B5 ITS1 Secuencia 21. Cepa LLVII (Byssochlamys Nivea)

TGTTGACCGACACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCAGGGCTCCCGCCCGG
CCGCCGGGGGGCCTCGTCGLCCLCLCCGGGLLCCGCGLCCLCGLCCGAAGALCCECT
CGAACGCTGCCTTGAAGGTTGCCGTCTGAGTATAAAATCAATCGTTAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
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CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTG
CTAACCCTCCAGCCCGGCTGGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCTCCGGGGGA
CGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCGCCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGG
GGCTTTGTCACACGCTCTGGTAGGCCCGGCCGGCTTGCTGGCCAACGACC
TCACGGTCACCTAACTTCTCTCTTAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAT

>B6_ITS1 Secuencia 22. Cepa TSIII-1212 (Aspergillus Flavus)
GTGTTTACTGTACCTTAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCG
GGGGCTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAACTCTG
TCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAA
CAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
ACTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATT
GCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCC
CATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTCTCCGGGGGGGAC
GGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGG
GCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATC
AATCTTTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAA
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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 33. Confrontacién de la bacteria 1 (B. subtilis DCL4-31F), bacteria 2 (B. megaterium LS5-11B) y bacteria
3 (B. pumilus TS13-2111u) frente al resto de las bacterias seleccionadas. Fuente: Propia.
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Cepas Cepas Sembradas en Pozos
Masivas

Figura 34. Confrontacion de la bacteria 4 (B. subtilis LS6-11G), bacteria 5 (B. megaterium LL9-21) y bacteria 6
(Acinetobacter calcoaceticus MIVA-01) frente al resto de las bacterias seleccionadas. Fuente: Propia.
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Cepas
Sasivai Cepas Sembradas en Pozos

Figura 35. Confrontacién de la bacteria 7 (B. marisflavi MIVB-01), bacteria 8 (Exiguobacterium aurantiacum
MVIB-02) y bacteria 9 (Pseudomonas mendocina PTLL4g) frente al resto de las cepas seleccionadas. Fuente:
Propia.
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Figura 36. 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 la tincion de Gram realizada alrededor de los pozos,
columna 11l morfologia microscépica de las bacterias sembradas en forma masiva
y en la columna IV morfologia microscépica de las bacterias sembradas en pozos.
Al-IV: bacteria 9 sembrada de forma masiva y bacteria 2 sembrada en pozos; BI-
IV: bacteria 5 sembrada de forma masiva y bacteria 7 sembrada en pozos; CI-1V:
bacteria 7 sembrada de forma masiva y bacteria 6 en pozos, observando en los 3
casos que no hay antagonismo. Fuente: Propia.
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Figura 37. 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 la tincion de Gram realizada alrededor de los pozos,
columna Il morfologia microscopica de las bacterias sembradas en forma masiva
y en la columna IV morfologia microscopica de las bacterias sembradas en pozos.
Al-IV: bacteria 7 sembrada de forma masiva y bacteria 1 sembrada en pozos; Bl-
IV: bacteria 8 sembrada de forma masiva y bacteria 2 sembrada en pozos; CI-1V:
bacteria 1 sembrada de forma masiva y bacteria 6 sembrada en pozos; DI-IV:
bacteria 5 sembrada de forma masiva y bacteria 3 sembrada en pozos;
observando en los 4 casos antagonismo. Fuente: propia.

~ 120 ~



Anexo 5. Publicaciones realizadas.

Anexo 5.1 Identificacion molecular de microorganismos aislados a partir
de Bioinsumos producidos artesanalmente en Nicaragua

Anexo 5.2 Descifrando el contenido microbiano de los bioinsumos
artesanales producidos en Nicaragua y su utilidad agricola
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