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RESUMEN

Ante la imperiosa necesidad de afianzar el crecimiento de los sistemas productivos
agricolas, es necesario crear alterativas que le permitan avanzar y superar las
deficiencias en sus procesos como, por ejemplo, lo es la nutricion vegetal a partir

del uso de fertilizantes de sintesis.

En respuesta a lo anterior, ha surgido la agricultura organica como una tecnologia
eficaz, respetuosa del medio ambiente, econdmica y factible de desarrollar, que
incluye la produccion y uso de fertilizantes de origen microbiologico, a partir de
residuos agropecuarios, para nutrir plantas, controlar plagas y enfermedades de
plantas, e influir positivamente en las propiedades fisicoquimicas del suelo.

En esta investigacion se evalué la combinacidén de dos sustratos de origen animal,
en diferentes proporciones, en la elaboracion de un biofertilizante tipo supermagro.
Para ello, se realizo un proceso fermentativo anaerobio durante 42 dias, empleando
cinco combinaciones de gallinaza y bovinaza. Los bioles obtenidos fueron
caracterizados en términos de biota de interés agricola y de especies con riesgo de

patogenicidad para animales y humanos.

La fermentacion que empled bovinaza como Unico sustrato evidencio la presencia
de microorganismos solubilizadores de fosforo, a la vez que condujo a un mayor
crecimiento vegetal durante los primeros 15 dias de cultivo, lo que sugiere una
mineralizacién del fosforo y posterior absorcion por parte de la planta. Por su lado,
la microbiota benéfica del suelo demostré tener un papel fundamental en la

capacidad fertilizante de los bioles obtenidos tras las fermentaciones.

PALABRAS CLAVE: Fermentacion, Biofertilizante, Biol, Microorganismos
benéficos del suelo, Brachiaria decumbens cv. Basilisk.



INTRODUCCION

Colombia posee una extension territorial de 111,5 millones de Ha en area
continental, de las cuales un 39,5 % es de vocacion agropecuaria (Villanueva,
2018). De esos, 44 millones de Ha soélo el 6,3 % se destina a la siembra de cultivos,

mientras que el resto se utiliza para la alimentacién de animales (OCDE; 2015).

El sector agricola es influyente en la economia colombiana debido a su contribucion
al PIB, representando cerca del 7% de este, y cuyo valor afiadido se reporta en
6.262 USD de 2010 (FAO, 2017). Este aporte se debe a la produccion de materias
primas para la agroindustria nacional e internacional, asi como a su participacion
del 51,1 % en la generacion de empleos en el territorio rural, el cual corresponde a
cerca del 66% de municipios del pais, y 33,6% de la poblacion colombiana (OCDE
Revision de las Politicas Agricolas: Colombia, 2015; Departamento Nacional de
Planeacion, 2015).

Se estima que la produccion agricola a nivel mundial, a corto plazo, llegara a unos
8200 millones de ton métricas para el 2021 (Statista Research Deparment, 2015).

En el dltimo afio, Colombia presentd un crecimiento del 0,9% para este sector en el
PIB, en comparaciéon con el mismo periodo del afio anterior (DANE, 2019). El pais
utiliza alrededor de 5,3 millones de Ha en produccion agricola y cuenta con una
capacidad instalada de 22 millones de Ha para seguir creciendo (Departamento

Nacional de Planeacion, 2015).

Sin embargo, para afianzar el crecimiento, los sistemas productivos agricolas deben
evolucionar, dejando atrds las practicas que afectan negativamente su
sostenibilidad y competitividad, como lo es el manejo ineficiente de la nutricion

vegetal, centralizada en el consumo de fertilizantes de sintesis.
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La agricultura convencional utiliza fertilizantes minerales que aumentan los
rendimientos de los cultivos, sin tener en cuenta los mecanismos de absorcion de
la planta, la sinergia de los nutrientes, ni la interaccion entre el suelo, la planta y la
atmosfera, generando alteraciones de las caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo alterando su fertilidad (Singh, et al., 2011; Gonzalez, Mosquera
y Torrente, 2015).

En el mundo se consumen anualmente 187 millones de ton de fertilizantes de
sintesis, la mayoria de las veces en sistemas no sostenibles de produccién
intensiva. Lo que conduce a un incremento en los costos de aplicacion, aparicién de
plagas y enfermedades de plantas, o generacién de resistencia de estas. Asimismo,
conlleva a un incremento en la contaminacion por el lavado de nutrientes, pérdida
de materia organica, erosion del suelo, supresion de microbiota benéfica del suelo
y eutrofizacion, entre otros (Cheng y Yingchun, 2013; Tarigo, et al., 2004; Gonzalez,
2015; IFA, 2018).

Para disminuir este impacto y en busca de aumentar la competitividad del sector
mediante la innovacién, hoy en dia se desarrollan planes de manejo integrado que
incitan a la disminucion del uso de compuestos agroquimicos y el incremento del
uso y la produccion de insumos organicos (Cheng y Yingchun, 2013; Chauhan,
Bagyaraji, Selvakumar, Sundaram, 2015; OCDE, 2015; DANE, 2019).

Dentro de esas alternativas, se ha incentivado la “agricultura organica” como una
opciéon integral y sostenible para brindar competitividad técnica, ambiental y
econdémica al sector. Especialmente, en un pais donde el 87% de los productores
agropecuarios hacen parte de familias de economia campesina, con Unidades
Productivas Agropecuarias (UPA) de menos de 5 hectareas (Departamento

Nacional de Planeacion, 2015).
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La “agricultura organica” es una tecnologia segura, eficaz, respetuosa del medio
ambiente, econdmica y factible de desarrollar. Se basa en el aumento de la
biodiversidad del suelo, la disminucién del uso de fertilizantes de sintesis y
pesticidas quimicos, y su sustitucion por insumos orgénicos (Sangakkara, 2001;
Singh, Pandey y Singh, 2011; Chauhan, Bagyaraj, Selvakumar y Sundaram, 2015;
Meng, et al., 2017).

La agricultura organica incluye una serie de técnicas, entre las que se destaca la
utilizacién de biofertilizantes, abonos liquidos preparados a base residuos organicos
de la produccion agricola y animal, minerales y agua, que favorecen el crecimiento
vegetal (Restrepo, 2001; Taringo, A.; Repetto, C.; Acosta, D., 2004; Restrepo,
2007).

Los biofertilizantes contienen microorganismos benéficos que participan en el ciclaje
de nutrientes en el suelo, ya sea por la actividad enzimatica o por la interaccion
entre ellos y su ambiente (Taringo, et al., 2004; Mohammadi y Sohrabi, 2012). Estos
son capaces de descomponer residuos organicos, aportando a la recirculacion de
los nutrientes, reduciendo contaminantes y controlando plagas y enfermedades de
plantas. Ademas, influyen positivamente en las propiedades fisicoquimicas del
suelo, al mediar la interaccion entre los componentes biéticos y abiéticos de este
(Singh, et al., 2011; Chauhan, et al., 2015).

El Supermagro, es un biofertilizante enriquecido que ha sido utilizado en cultivos de
manzana, tomate y maiz, entre otros, evidenciando resultados positivos en el
crecimiento vegetal (Restrepo, 2007; Ferraz, 2010). Se basa en la transformacion
de heces de bovinos, macronutrientes, minerales, y agua; en nutrientes asimilables
por parte de las plantas (Tarigo, et al., 2004; Rodrigues, Cavalcante, de Oliveira, de

Sousa y Mesquita, 2009).

El uso de heces de animales como sustrato para la sintesis de biofertilizantes es
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ampliamente extendido, debido a que éstas se caracterizan por contener nutrientes
necesarios para la nutricion vegetal y una gran cantidad de microbiota que interviene
en procesos de degradacion de la materia organica (Lopez, 2015; Fitriyanto, Priyadi,
Suranindyah, Yusiati, Erwanto, Kurniawati y Pertiwiningrum, 2019).

La gallinaza contiene estos nutrientes en mucha mayor concentracion que las heces
de otras especies del sector pecuario, lo que la convierte en un fertilizante orgénico,
relativamente concentrado y de rpida accién (Rosales, Bermudez, Moronta y
Morales, 2007; N A Fitriyanto, et al., 2019). Su empleo como materia prima en la
elaboracion de diferentes tipos de fertilizantes ha sido reportado por diversos
autores, demostrando ser una fuente nutritiva idonea para las plantas, de facil
acceso y cuyo procesamiento impacta positivamente el manejo de residuos
organicos de origen animal (Rosales, et al., 2007; FAO, 2013; Fitriyanto, et al.,
2019).

Por tal razon, en esta investigacion se evaluaron diferentes combinaciones de heces

avicolas y bovinas, resultantes de la produccion agropecuaria, en la obtencion de

un biol con potencial fertilizante sobre plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilik.
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1. MARCO TEORICO

1.1. BIOLOGIA DEL SUELO

1.1.1. Suelo como sistema

El suelo es un sistema integrado conformado por agua, rocas, raices, animales,
microorganismos y otros componentes (Needelman, 2013). Se encarga de
almacenar y proporcionar agua y nutrientes a las plantas, filtra y transforma
contaminantes, regula gases (oxigeno y gases de efecto invernadero) y proporciona
un habitat para la biota de este, participando en el ciclaje de nutrientes,
transformacién y almacenamiento en formas disponibles para otros organismos y

evitando su lixiviacion a aguas subterraneas y superficiales (Needelman, 2013).

La comunidad vegetal y los cambios en el uso del suelo alteran la composicion
quimica y la concentracion de los insumos organicos en este, conduciendo a
alteraciones en la fertilidad del suelo. Lo que puede ser contrarrestado mediante la
liberacion de exudados quimioatrayentes para los descomponedores primarios y la
transferencia de carbono en la rizosfera por parte de las plantas (Fu, Zou y Coleman,
2009; Rodriguez, Rothballer, Chowdhury, Nussbaumer, Gutjahr y Falter, 2019).

1.1.2. Biota del suelo

La biota del suelo se clasifica en microorganismos, mesoorganismos Yy
macroorganismos, de acuerdo con el tamafio de las especies que la componen. Es
la responsable de la descomposicion de la materia organica y del ciclaje de
nutrientes en el suelo, y es un indicador de la calidad del suelo, debido a su
sensibilidad por enriquecimiento de este con compuestos quimicos y metales
pesados (Fu, et al.,, 2009). De igual forma, pueden participar como agentes

biorremediadores, como es el caso de algunos hongos formadores de micorrizas
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(Glomus sp.), bacterias (Burkholderia sp.) y lombrices por su participacion en la
reduccion de la concentracion de metales pesados en suelo (Ferrera y Alarcon,
2007).

La macrofauna del suelo consta de termes, hormigas, lombrices, entre otros
animales, y participan activamente en los procesos de agregacion del suelo,
favoreciendo propiedades fisicas como la estructura, la textura y la porosidad.
Ademas de facilitar la distribucién de los nutrientes en suelo (Fu, et al., 2009). Las
termitas y hormigas se alimentan de celulosa mediante un proceso de digestion
simbidtica con protozoarios, mientras que las lombrices se caracterizan por formar
galerias al movilizarse a través del suelo, ademéas de alimentarse de hongos y
protozoarios, controlando la poblacion de estos (Stout y Heal, 1967).

La micro y mesofauna del suelo juega un rol importante en la estructura de este,
acelerando la reduccion del volumen y la liberacion de carbono y nitrdgeno
presentes en la materia organica en descomposicién. Ademas, ayudan controlando
la poblacion de hongos y nematodos. Se caracteriza por la presencia de colémbolos,
acaros y nematodos (Acrobeles, Acrobeloides, Cephalobus, Plectus vy
Prismatolaimus). Los nematodos, a su vez, son conocidos como indicadores de
calidad del suelo, puesto que sus poblaciones disminuyen considerablemente con
la presencia de metales pesados como Zn* y Cu* (Stout y Heal, 1967; Fu, et al.,
2009; Rodriguez, et al., 2019).

Los microorganismos que se encuentran en el suelo estdn conformados por una
gran variedad de agentes infecciosos como virus y diferentes especies de bacterias,
hongos, protozoarios y algunos animales de orden microscépico (Sylvia, Fuhrmann,
Hartel y Zuberer, 1999; Rodriguez, et al., 2019).

Las particulas virales tienen un rol secundario en el ciclaje de nutrientes, por

ejemplo, los-bacteriéfagos pueden controlar la poblacion de determinadas bacterias
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gue habitan en los sustratos marinos, influyendo en el ciclo del carbono, la actividad

enzimatica y el recambio de nutrientes en el suelo (Kuzyakov y Mason, 2018).

Las bacterias mas comunes en el suelo pertenecen al género Bacillus, que son
bacilos Gram positivos, y las Proteobacterias, como las Pseudomonas,
Acinetobacter, Serratia, Enterobacter, etc. y Betapropteobacterias , como
Burkhoderia y Achromobacter, que son Gram negativas (Ramakrishna, Yadav y Li,
2019; Rodriguez, et al., 2019).

La poblacion bacteriana varia de acuerdo con el tipo de cultivo, tipo de suelo y
caracteristicas de calidad de este. Tiene un gran potencial como agentes
promotores de crecimiento vegetal (PGPR), y permiten mantener el equilibrio de
poblaciones de otros microorganismos, como hongos filamentosos (Chauhan,
Bagyaraj, Selvakumar y Sundaram, 2015; Ramakrishna, et al., 2019; Rodriguez, et
al., 2019).

Los hongos juegan un rol en la descomposicidon primaria y secundaria de la materia
organica preformada por la macrofauna del suelo, mediante la sintesis de enzimas
gue le permiten realizar una digestion externa, seguida de la absorcion de nutrientes

(Ferrera y Alarcon, 2007; Ramakrishna, et al., 2019).

Dentro de las caracteristicas cataliticas de los hongos se pueden destacar enzimas
capaces de degradar compuestos carbonados que se encuentran comdanmente en
los tejidos vegetales que componen la materia organica tales como celulosa, acidos

organicos, grasas, glicerol y proteinas (Ferrera y Alarcon, 2007).
Por su parte, los protozoarios son depredadores de bacterias y hongos que

controlan las poblaciones de dichos organismos, a la vez que intervienen en las

interacciones que estas poblaciones ejercen en el sistema (Stout y Heal, 1967).

19



Las algas participan en la mineralizacion del carbono, proporcionando algunos
nutrientes y reduciendo el pH del suelo, lo que induce la actividad microbiana del
suelo, y el crecimiento de las plantas (Salwan y Hamza, 2020).

A su vez, las algas aportan diferentes metabolitos, minerales y fitohormonas que
aportan al crecimiento de las plantas, y mejoran las propiedades biolégicas del
suelo, reduciendo el uso de productos quimicos en la produccién vegetal (Pérez,

Madruga, Lépez y Reyes, 2020).

1.1.3. Microorganismos Benéficos del Suelo

Los microorganismos benéficos del suelo se encargan de solubilizar los
macronutrientes y micronutrientes que se encuentran en la atmdsfera y en el suelo,
facilitando la disponibilidad de estos por parte de los organismos que habitan en
esta matriz (Singh, et al., 2011). También participan en la desintoxicacion de suelos
ocasionada por pesticidas, sintetizan hormonas de crecimiento vegetal y de
regulacion de estrés vegetal. Ademas, cuentan con un potencial en la accion
represora o inhibidora de fitopatégenos por la produccion de antibiéticos, hidrdlisis
de moléculas de los patégenos, sintesis de quitinosas, entre otros (Chauhan, et al.,
2015; Rodriguez, et al., 2019).

Dentro de estos microorganismos se destacan los que solubilizan fésforo, los que
se encargan de la degradacion de proteinas a través de la sintesis de proteasas, y
de la degradacién de compuestos carbonados complejos como la celulosa y el

almidon.

e Microrganismos Solubilizadores de Fosforo (PSM)

La solubilizaciéon del fésforo en el suelo consiste en la liberacién de este elemento,

mediante la reversion de las reacciones de precipitacion. Esta mediada por la accion
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de bacterias pertenecientes a los géneros Erwinia, Pseudomonas, Bacillus,
Rhizobium, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, Agrobacterium, Microccocus,
Flavobacterium, Enterobacter, y Pantotea y hongos como Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma y Fusarium (Patifio y Sanclemente, 2014).

La solubilizacion de fésforo por microorganismos sucede mediante la produccién de
acidos orgéanicos de bajo peso molecular, que actuan sobre el fosforo inorganico y
la liberacion de protones durante la asimilacion de NH4*, que convierten el fosforo
insoluble en fosfatos solubles para las plantas (HPOs? y H2PQa4) (Acevedo, et al.,
2014; Gopalakrishnan, Sathya, Vijayabharathi, Kumar, Laxmipathi, y Lakshmanan,
2015; Patifio y Sanclemente, 2014; Wang, et al., 2015).

La accion de los acidos organicos sobre la solubilizacion del fésforo ocurre por tres
mecanismos: 1) Reduccién del pH, donde la disociacion de los acidos organicos
libera protones que reducen el pH del suelo, conllevando a la disolucion de los
minerales fosféricos. 2) Quelacién, donde los componentes anidnicos de los acidos
organicos se intercambian por el grupo ortofosfato (de los fosfatos de Caz*, Fes*y
Als*), liberando el fosfato en el suelo. 3) Adsorcion: los componentes aniénicos de
los &cidos organicos adsorben el fésforo y lo desplazan a través del suelo (Patifio y

Sanclemente, 2014).

La solubilizacién del fésforo organico también se puede dar mediante la sintesis de
enzimas como fosfatasa acida, fosfohidrolasas, fitasa, fosfonoacetato hidrolasa, D-

a-glicerofosfatasa, entre otras (Sylvia, et al. 1997; Gopalakrishnan, et al., 2015).

e Microorganismos degradadores de proteinas

Los microorganismos degradadores de proteinas se caracterizan por sintetizar

proteasas, que hidrolizan los enlaces peptidicos liberando diversos aminoacidos
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que pueden ser asimilados por la biota presente en el suelo (Sylvia et al., 1991 y
Sattar, et al., 2019).

Las proteasas pueden ser sintetizadas por diversos microorganismos como hongos,
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus (Sattar, et al.,

2019) y bacterias acidolacticas, como Lactococcus lactis (Smid, et al., 1991).

Dentro de las proteinas degradadas por este ultimo grupo de microorganismos, se
encuentra la caseina, un complejo proteico y principal componente de la leche
bovina (Sattar, Bibi, Kamran, Aman y Ali, 2019; Smid, Poolman y Konings, 1991,
Lima, et al., 2020).

Las bacterias acidolacticas cuentan con un sistema proteolitico para la utilizacion
de las proteinas por parte de la célula, compuesto por 1) peptidasas de degradacion
extracelular, unidas a la pared celular, que actian sobre la caseina, oligopéptidos y
péptidos; 2) transportadores que llevan los péptidos a la célula; y 3) peptidasas
intracelulares que degradan los péptidos en aminodcidos cortos, los cuales, se
pueden convertir en aldehidos, alcoholes y ésteres (Liu, Bayjanov, Renckens,
Nauta, Siezen, 2010).

En este sistema, hidrolizan los péptidos de la leche generando aminoacidos, que
posteriormente se catabolizan mediante reacciones de descarboxilacion,
desaminacion, transaminacion, desulfuracién o hidrélisis de cadenas laterales,
generando amoniaco, aminas, aldehidos, fenoles y alcoholes. Finalmente, reducen

los aldehidos a alcoholes u oxidan los acidos carboxilicos (Rey, 2009).

e Microorganismos Celuloliticos y Amiloliticos
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Algunos animales, como nematodos, artropodos y moluscos, juegan un rol en los
procesos de degradacion de la celulosa junto con los microorganismos celuloliticos,
los cuales sintetizan las enzimas involucradas en la degradacion de la pared celular

vegetal (Vilanova, et al., 2012).

Entre los microorganismos celuloliticos se incluyen bacterias como, Clostridium,
Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas y Xanthomonas; y hongos como, Aspergillus,
Penicillium y Alternaria (Sylvia, et al. 1997; Talia, Sede, Campos, Rorig, Principi,
Tosto, Hopp, Grasso y Cataldi, 2012).

Los hongos mas representativos implicados en la degradacién de celulosa pueden
clasificarse en hongos de podredumbre parda, los cuales degradan la celulosa y
hemicelulosa dejando de lado la lignina y compuestos fendlicos, y hongos de
podredumbre blanca que degradan todos los compuestos asociados a la celulosa
(Sylvia, et al. 1997).

La celulosa se degrada por accion de las enzimas hidrolasa denominadas como
endo-B-1,4-glucanasa o carboximetil celulasa-CMCasa y exo-B-1,4-glucanasa
(Sylvia, et al. 1997; Vilanova, et al., 2012). La hemicelulosa se degrada por la accion
de enzimas xilanasas que se encargan de transformar la hemicelulosa en xilanos; y
enzimas B-glucosidasas que hidrolizan los productos de las anteriores en

monomeros (Vilanova, et al., 2012).

Por su lado, la degradacion de la lignina, corre por cuenta de los hongos de
podredumbre blanca y algunas cepas bacterianas especificas (Streptomyces sp.)
las cuales sintetizan enzimas ligninoliticas como lo es la lacasa (Lac), lignino
peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP), que se encargan de la oxidacion
de la molécula, seguido de la actividad de algunas cepas bacterianas como
Pseudomonas putida y Rhonococcus jostii que despolimerizan el producto anterior

a compuestos aromaticos como acido galico o acido ferulico (Lv, et al., 2014). Las
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sustancias pécticas se degradan por accion de las enzimas pectinasas, producidas
por organismos simbiontes de las raices como el hongo Glomus sp. o la bacteria
Rhizobium sp. (Sylvia, et al. 1997).

El almidén se degrada por la accion de enzimas extracelulares denominadas
amilasas (a 1-4 exoglucanasa o a 1-4 endoglucanasa) que hidrolizan los enlaces a
1-4 de la amilosa o la amilopectina, generando maltosa que por accion de la maltasa
produce dos unidades de glucosa que pueden entrar a la glicolisis (Sylvia, et al.
1997).

1.1.4. Interaccion plantas-microorganismos

El fésforo es un elemento esencial en la nutricion de las plantas, puesto que
participa en la sintesis de proteinas, acidos nucleicos, membranas celulares y
moléculas de energia como ATP y NADPH (Acevedo, et al., 2014). Este elemento
representa aproximadamente hasta el 0,8 % del peso seco de una planta, pero sélo
el 0,1 % se encuentra disponible en el suelo para éstas (Gopalakrishnan, et al.,
2015),

Lo anterior se debe a que este elemento suele precipitarse al unirse con iones
guelantes como hierro (Fe*) y aluminio (Al*) y calcio (Ca*), o reacciona con la arcilla
presente en el suelo. También influye la compactacion, aireacion, humedad,
temperatura, textura y presencia de otros microorganismos del suelo (Acevedo, et
al., 2014; Gopalakrishnan, et al., 2015; Wang, Liu, Zhai, Zhang, Ren, Fan, Liu,
2015).

Las proteinas son un componente importante de los residuos organicos del suelo,
entre estas se destaca la caseina como una importante fuente de nitrdgeno organico
de los cultivos (Sylvia et al., 1991 y Lima, Casanova, Nogueira, Novaes y
Fernandes, 2020).
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La pared celular de las plantas esta compuesta por diversas moléculas carbonadas
como la celulosa que se encuentra entrelazada con moléculas de lignina y
hemicelulosa, formando una malla que se une a moléculas de pectina y azlcares
como la ramnosa (Sylvia, et al. 1997; Ferrera y Alarcon, 2007; Vilanova, Marco,
Dominguez, Genovés, Sentandreu, Bataller, Ramoén y Porcar, 2012). El almidon
también es un polisacérido representativo en las células vegetales pues es un
polimero de almacenamiento energético de las plantas (Sylvia, et al. 1997; Ferrera
y Alarcon, 2007).

Las raices de las plantas se encargan de la absorcién de nutrientes y agua del suelo.
A su vez, aportan a la red alimentaria del suelo por medio de la rizosfera,
condicionando el ambiente de esta, al liberar cerca del 40 % del carbono fijado a
través de las raices. En esta zona, comparten su habitat con diferentes organismos
como bacterias, hongos y arqueas, entre otros (Fu, Zou, Coleman, 2009)
(Rodriguez, et al., 2019).

Estos organismos cuentan con la capacidad de metabolizar materia organica,
poniendo a disposicion de las plantas los nutrientes necesarios para su desarrollo y

crecimiento (Fu, et al., 2009; Rodriguez, et al., 2019).

e Microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPR)

Las bacterias tienen un gran potencial como agentes promotores de crecimiento
(PGPR), enriqueciendo la respuesta de las plantas a condiciones de estrés ya sea
por causas bidticas o abidticas e incrementando caracteristicas de resistencia a las
mismas (Chauhan, Bagyaraj, Selvakumar y Sundaram, 2015; Ramakrishna, et al.,
2019; Rodriguez, et al., 2019).

25



Por otro lado, los hongos son capaces de estimular la sintesis de algunos
reguladores de crecimiento vegetal como auxinas, citocinas, giberelinas, acidos

organicos, compuestos fendlicos, entre otros (Ferrera y Alarcén, 2007).

Una vez los protozoarios se alimentan de la microbiota, liberan nitrdgeno mineral al
suelo, que es parcialmente utilizado por las plantas para su crecimiento,

potenciando la liberacion de carbono en la rizosfera (Kuzyakov y Mason, 2018).

En la Figura 1 se pueden evidenciar las interacciones de la biota presente en el

suelo.

Plantas
(Autétrofos)

Exudados

Predadores
‘ HO
~

" Microorganismos
(Heterétrofos)

Materia organica
del suelo

Figura 1. Interacciones de la biota del suelo.

Las raices de las plantas liberan exudados (DOM) a la rizosfera, estimulando el
crecimiento microbiano y la produccién de enzimas (Enz), lo que conduce a la
26



mineralizacion de Nitrégeno (N) a partir de la materia organica del suelo (SOM), y
su incorporacion a los microorganismos. Por su lado, los animales depredadores se
alimentan de los microorganismos liberando el N mineral que es absorbido por las
plantas, estimulando su crecimiento y el desarrollo de sus raices retroalimentando
asi, la liberacion de Carbono (C) organico en la rizosfera. Ademas, los virus infectan
y lisan las células microbianas liberando el N de estas a la rizosfera quedando
disponible para las plantas retroalimentando la liberacién de C en la misma. Por su
parte el Fosforo (P) se incorpora al ADN y ARN viral (Kuzyakov y Mason, 2018).

Las rizobacterias y bacterias libres en el suelo pueden tener una actividad promotora
de crecimiento vegetal (PGPR), se reconocen por su capacidad de soportar el
crecimiento de las plantas, con el fin de mejorar su productividad (Chauhan, et al.,
2015).

Las PGPR se pueden establecer de forma extracelular en el rizoplano (e-PGPR), o
en los espacios intercelulares de la corteza de la raiz (endéfitas: i- PGPR). En estas
se incluyen bacterias conocidas comercialmente de los géneros Azospirillum,
Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia (Singh,et
al., 2011; Chauhan, et al., 2015; Gopalakrishnan, et al.,2015; Rodriguez, et al.,
2019).

La promocion del crecimiento puede darse por la estimulacién de la sintesis de
sustancias que inducen al crecimiento vegetal como acido indol acético, citoquinas
y giberelinas. A su vez, facilitan la absorcién de nutrientes, limitan o impiden el
desarrollo de microorganismos fitopatdogenos y sintetizan antibioticos y sideréforos
(Singh,et al., 2011; Chauhan, et al., 2015; Gopalakrishnan, et al., 2015).

La solubilizacion y absorcion de nutrientes como nitrogeno (N2z), fosforo (P), hierro
(Fe"), potasio (K*), magnesio (Mg*?), entre otros, es uno de los mecanismos directos

de promocion de crecimiento vegetal y se induce mediante la disminucién del pH
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con la producciéon de acidos organicos o la estimulacion de la bomba de protones
ATPasa (Rodriguez, et al., 2019).

La principal fuente de nitrégeno inorganico viene dada a partir de la simbiosis entre
plantas leguminosas y bacterias del género Rhizobium, mediante la formacién de
nodulos en la raiz en los que se da el proceso de fijacion (Chauhan, et al., 2015;
Gopalakrishnan, et al., 2015; Rodriguez, et al., 2019).

El fésforo que se torna disponible en el suelo para el consumo de las plantas por la
accion de las bacterias solubilizadoras de fésforo, que lo transforman en HPOj4,
mediante acidificacion o sintesis de quelantes o de sideréforos (Acevedo, et al.,
2014; Chauhan, et al., 2015; Wang, et al., 2015; Rodriguez, et al., 2019).

Algunas bacterias son capaces de producir sideroforos, moléculas de bajo peso
molecular solubles en agua, capaces de secuestrar el Fe*3 presente en el suelo
reduciéndolo a Fe*? en las PGPR, o los sideréforos pueden formar complejos con
metales pesados, lo que lleva a reducir el estrés de las plantas frente a los mismos
(Gopalakrishnan, et al., 2015).

Algunos especimenes como por ejemplo Streptomyces sp., tienen como actividad
secundaria el control biolégico evitando el desarrollo de enfermedades en plantas
(Rodriguez, et al., 2019), mecanismos indirectos de actividad PGPR que pueden
consistir en la sintesis en enzimas que acttan sobre la pared celular de hongos o

sobre diferentes tejidos celulares de insectos (Chauhan, et al., 2015).

1.2. AGRICULTURA ORGANICA

La agricultura organica se puede entender como la produccién respetuosa del

ambiente de un cultivo agricola sin recurrir a productos quimicos de origen
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antropogénico (Connor, 2018; Meng, Quiao, Wu, Smith y Scott, 2017), con lo que
se pretende mantener la integridad del ecosistema y disminuir el riesgo de
afecciones a humanos y animales, utilizando los ciclos ecoldgicos de la
biodiversidad del suelo (Meng, et al., 2017).

Es un conjunto de practicas en la que se aprovechan los recursos naturales, en su
totalidad, para favorecer los procesos productivos agricolas por medio del uso de
fertilizantes organicos y permiten la disminucion del uso de insumos agropecuarios
de origen quimico, que conllevan a un impacto negativo en el ambiente (Singh, et
al., 2011; Chauhan, et al., 2015).

Entre dichas técnicas se destaca el incremento de la diversidad biolégica benéfica
del suelo, el estimulo de las interacciones ecoldgicas de la misma y la reduccién el
uso de fertilizantes y pesticidas quimicos, lo que representa un menor impacto sobre
el ambiente (Singh, et al., 2011; de Ponti, et al., 2012). A su vez, la agricultura
organica mitiga y permite la adaptacion al cambio climatico generando resistencia
de las plantas al estrés dado por la variabilidad climatica (Azadi, Schoonbeek,
Mahmoudi, Derudder, De Mayer y Wtlox, 2011).

Aunque la utilizacién de insumos sintéticos con el fin de potenciar los rendimientos
de produccién agricola, genera rendimientos considerablemente mayores en
comparacion con la agricultura organica, esta ultima presenta multiples ventajas
respecto a los procesos ambientales y ecosistémicos, como lo son la reduccion de
emisiones de NOz y NOs y mayores rendimientos en épocas de sequia que se
comprenden de 7 a 90 % mas altos que los de cultivos tradicionales (Azadi, et al.,
2011; De Ponti, et al., 2012; Meng, et al., 2017).

De igual forma se reconoce que en los cultivos organicos la resistencia a plagas y
enfermedades se incrementa. Esto se debe a que se potencia el establecimiento de

la microbiota y se incrementa la biodiversidad, estimulando la interaccién con
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organismos controladores naturales y la generacion de resistencia por parte de las
plantas (Azadi, et al., 2011, Singh, et al.; 2011).

Procesos como la rotacién de cultivos, el uso de enmiendas organicas y labores de
labranza reducidas, mejoran la estructura del suelo y por ende su fertilidad. Al no
utilizar pesticidas, no decrece la macrofauna encargada de la estabilizar los
agregados del suelo, y se mantiene una alta carga de materia organica. Esto
incrementa la capacidad de retencién de agua hasta en un 100 %, permitiendo el
ahorro de energia en riego (Azadi, et al., 2011; Singh, et al., 2011; Meng, et al.,
2017).

En el largo plazo, la agricultura tradicional termina ocasionando menores
rendimientos y mayores costos de produccién, debido a un incremento de la
demanda energética para contrarrestar las alteraciones de las caracteristicas

fisicas, quimicas y fértiles del suelo (Singh, et al., 2011; Meng, et al., 2017).

1.2.1. Biofertilizantes

El crecimiento y desarrollo de las plantas es el resultado de la generacion de
compuestos carbonados a partir de la energia solar mediante la fotosintesis y la
asimilacion de sustancias como agua y minerales esenciales (nutrientes) que son
absorbidos del suelo por las raices mas jovenes de la planta. Su biodisponibilidad

depende de la microbiota presente en la rizosfera (Mohammadi y Sohrabi, 2012).

Los nutrientes pueden clasificarse, de acuerdo con la demanda de cada especie
vegetal, en macronutrientes cuando pertenecen a la parte estructural de la biomasa
vegetal y su demanda es relativamente alta; y los micronutrientes cuando se
requieren en menor cantidad y participan activamente como cofactores del

metabolismo vegetal (Restrepo, 2001).
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Estos se integran a los sistemas productivos mediante el uso de fertilizantes que
pueden ser de origen industrial o de origen organico, como residuos de procesos
productivos agropecuarios, como los abonos organicos fermentados y los
biofertilizantes. Los ultimos son una alternativa al uso de productos agroquimicos
en cultivos productivos (Restrepo, 2001; Tarigo, Reptto y Acosta, 2004; Meng, et
al., 2017).

e Definicion y utilidad de los biofertilizantes

Los biofertilizantes son abonos liquidos (bioles) preparados a base de heces de
animales, agua fresca, nutrientes y minerales que sufren un proceso de
fermentacién anaerobia (Restrepo, 2001; Tarigo, et al., 2004). Favorecen el
crecimiento vegetal, ya sea por accion enzimatica de microorganismos Vvivos, 0 por
las interacciones benéficas de los microorganismos benéficos del suelo, como
fijadores de nitrdgeno, solubilizadores de fésforo, celuloliticos, u otros (Mohammadi
y Sohrabi, 2012).

De acuerdo con la normativa colombiana, los biofertilizantes pueden corresponder
a bioabonos o a un inoculante bioldgico. Entendiéndose el primero como, un
producto elaborado a partir de materiales organicos compostados, y el segundo
como un producto que contiene microorganismos viables, capaces de actuar directa
o indirectamente sobre las plantas, elevando su productividad, mediante el aporte
de carbono organico, fijacion de nitrégeno, solubilizacién de fosforo, absorcion de
nutrientes, degradacion de materia organica o promocion de crecimiento vegetal
(Resolucion No. 068370, 2020).

Los biofertilizantes contienen microorganismos eficientes (benéficos del suelo) que
ayudan a activar el equilibrio nutricional de las plantas mediante la captacion de

nutrientes (Alfa, Adie, Igboro, Oranusi, Dahunsi y Akali, 2014), también activan los
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mecanismos de defensa de las plantas, favoreciendo la sintesis de compuestos
como Aacidos organicos, hormonas de crecimiento, sustancias quimicas
antagonicas, vitaminas, minerales, coenzimas, biomoléculas, entre otros (Singh, et
al., 2011; Chamorro, 2015; Chauhan, et al., 2015).

Usualmente consta de residuos organicos de la produccion agricola y animal, en
minerales biodisponibles para la asimilacién por parte de las plantas, mediada por
la accion de microorganismos; lo cual conlleva a la nutricion de la planta y a la
proteccion de esta, mediante el aumento de su resistencia (Restrepo, 2007,
Mohammadi y Sohrabi, 2012; Wang, et al., 2015).

e Preparacién de biofertilizantes

La preparacion de biofertilizantes consiste en el aislamiento y seleccién de los
organismos activos, la seleccidén del material portador de los organismos de interés
(matriz), la seleccion del método de propagacién del organismo de interés, las
pruebas de evaluacion de su eficacia y limitaciones en pequefia escalay las pruebas

de evaluacion a gran escala (Mohammadi y Sohrabi, 2012).

De acuerdo con lo anterior, durante la preparacion de biofertilizantes se debe tener
en cuenta el perfil de crecimiento microbiano, las condiciones Optimas de
crecimiento microbiano, la formulacion del in6culo y el método de aplicacion y

almacenaje (Mohammadi y Sohrabi, 2012).

Su elaboracién en campo se realiza en recipientes de plastico oscuro para evitar
reacciones que intervengan durante el proceso, y cerrados para evitar la afeccion
del proceso por factores ambientales desfavorables. Estos tanques se ubican en

zonas protegidas del sol y la lluvia (bajo techo) (Restrepo, 2001).
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Se requiere un inoculo microbiolégico que usualmente consiste en heces de
animales de produccion pecuaria (bovinos, caprinos, aves de corral), las cuales
idealmente deben ser frescas y provenir de animales que hayan sido tratados
recientemente con antibiéticos o antiparasitarios. También se utiliza agua
preferiblemente no tratada, que puede ser agua lluvia o de algun afluente natural

(Restrepo, 2001; Galindo, Jer6nimo, Spaans y Weil, 2007).

Tras una fermentacion que puede durar entre 30 y 90 dias, los fertilizantes
enriquecidos con sales minerales pueden ser aplicados de forma foliar en las horas
en que se da la apertura de las estomas de las plantas, de abajo hacia arriba; o

directamente en el suelo asegurandose de cubrir la superficie (Chamorro, 2015).

Durante la fermentacién se da la estabilizacion de la materia organica, lo que
permite mayor disponibilidad de nutrientes, en comparacion con residuos no
tratados (Alfa, et al., 2014).

e Heces de bovinos como indculo microbiano de biofertilizantes

Los rumiantes son animales herbivoros en cuyo intestino anterior (el rumen) se
digieren y absorben grandes cantidades de material vegetal, convirtiéndolo en
productos alimenticios asimilables como acidos grasos (acido acético, propiénico y
butirico), gases (COz y CH4) y aminoacidos (a partir de amoniaco o urea)
(Montalbetti, 2009; Jami y Mizrahi, 2012).

El rumen es una camara anaerobia en la que habita una microbiota conformada por
bacterias (95 % de la poblacién microbiana), protozoarios (20-40 % de la poblacién
microbiana), archaeas y hongos (8 % de la poblacion microbiana), que se encargan
de fermentar y degradar el material vegetal (Montalbetti, 2009; Jami y Mizrahi,

2012), de las cuales las bacterias y hongos son liberados en las heces de estos
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animales.

Estos organismos interacttan por sintrofia, donde los subproductos y residuos del
metabolismo de algunos organismos son el sustrato de otros, para desarrollar sus

procesos metabdlicos (Montalbetti, 2009).

La microbiota proveniente del rumen tiene una vida media corta, estdn adaptados a
una temperatura de 1 °C més alta que la temperatura corporal del animal (38 °C) y
son muy sensibles a cambios abruptos de la misma, ademas, el pH del rumen oscila
entre 5,4 y 7 lo que le permite establecerse en dichos rangos (Czerkawski, 1986;
Montalbetti, 2009).

La microbiota del rumen es liberada en las heces, junto con nutrientes disponibles
para las plantas, favoreciendo el ciclaje de nutrientes en el suelo, incrementando la

retencion de humedad y regulando su temperatura (Lopez, 2015).

e Heces de gallinas como in6culo microbiano de biofertilizantes

Dentro de los residuos provenientes de la industria avicola, y puntualmente de
gallinas, se encuentra una fraccién organica (gallinaza) conformada por heces,
orina, una porcion no digerida de alimentos, microbiota entérica, plumas y huevos

rotos (Carhuancho, Ramirez y Guerrero, 2015; Lopez, 2015).

La gallinaza se -caracteriza por contener abundantes concentraciones de
compuestos nitrogenados y carbonados, siendo una gran fuente de éstos para las
plantas. También contiene P y K, nutrientes utiles en los procesos metabdlicos de
las plantas y que juegan un rol significativo en el balance osmoético de las mismas
(Lopez, 2015).
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Diversas estrategias son utilizadas para el manejo de estos residuos, entre las que
se destaca la incineracion, la cual ocasiona la liberacion de gases de efecto
invernadero con considerable grado de toxicidad como los NOx y el SOz a la
atmosfera (Carhuancho, et al, 2015).

También estos residuos pueden ser estabilizados mediante técnicas como el
compostaje o la digestion anaerdbica para su uso como biofertilizantes. En el primer
caso, no solo se requiere idoneamente de una infraestructura y cuidado periédico,
sino que ademas se libera una gran cantidad de amonio (NH4) a la atmésfera;
mientras que tras la digestion anaerobia se obtiene un fertilizante abundante en

compuestos nitrogenados (Carhuancho, et al, 2015).

La gallinaza debe ser estabilizada mediante fermentacién, con el fin de reducir su
pH, que oscila entre 7 y 9, reducir la carga microbiana y solubilizar algunos de los
nutrientes presentes en esta, ya que las gallinas absorben Unicamente el 30 % del
alimento que se les suministra y aun se debe procesar el 60 % restante (Estrada,
2005; Lépez, 2015).

e Supermagro

Los biofertilizantes organicos se consideran enriquecidos al suplementar con
minerales como sales, calcio o cenizas, requeridos por las especies vegetales. De
esta manera, se superan las carencias nutricionales que se presentan en algunos
casos con los biofertilizantes no enriquecidos, asegurando una nutricion vegetal

adecuada y balanceada (Restrepo 2001; Restrepo, 2007).

El Supermagro es la formulaciéon de un fertilizante ideado por el técnico agricola
Delvino Magro para la fertilizacion de un cultivo de manzanas en Rio Grande del Sur
en Brasil (Tarigo, et al., 2004). Proviene de una fermentacion anaerobia en medio

liquido y ha sido utilizado como referencia para su uso en cultivos de tomate y maiz,
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realizando algunas modificaciones en los elementos, de acuerdo con los
requerimientos nutricionales de cada especie vegetal (Restrepo, 2007; Ferraz,
2010; Tarigo, et al., 2004).

El Supermagro puede ser utilizado en cultivos de ciclo corto como hortalizas,
cultivos anuales, cultivos de plantas perennes y follajes, cultivos ornamentales y
frutales, asi como para la recuperacion de plantas a causa de factores climéticos
(L6pez, 2015).

Preparacion del Supermagro

En la tabla 1 se pueden evidenciar la edicién cronoldgica de los componentes del
Supermagro para un tanque de 200 L al cual se le conecta una botella con agua
(valvula de gases) a través de una manguera, formulacion propuesta por Restrepo
en su trabajo de 2007 (Restrepo, 2001; Tarigo, et al. 2004; Restrepo, 2007; Llamas,
Espinoza, Flores, J. y Flores, R., 2015). Dicha formulacién puede ser modificada
para la generacion de un nuevo biofertilizante enriquecido (Restrepo, 2007; Ruiz,
2013).

Tabla 1. Formula para la preparacion del biofertilizante Supermagro.

Dia Ingredientes Minerales
Recipiente plastico 200L.
50 kg de heces de vaca.

1 70 L de agua limpia. NA
2 L de leche o suero de leche.

1L de melazao 2L dejugo de

cafa.
4y7 1 Kg Sulfato de Zinc.
10y 19 0.2 Kg de roca fosfatada. 1 Kg Cloruro de Calcio.
13, 16 y 22| 01 K9 de ceniza. 1 Kg Sulfato de Magnesi
, 20 Y 2 L de leche o suero de leche. g ouffato de Magnesio.
25 0,05 Kg de Cloruro de Cobalto.
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28 1L de melazao 2 L de jugo de 0,1 Kg de Molibdato de sodio.
31y 34 |cafa. 0,75 Kg de Borax.
37 0,3 Kg de Sulfato Ferroso.
0,3 Kg de Sulfato de Cobre.
40 Completar el volumen de 180 L con agua limpia y dejar reposar 10 a
15 dias, hasta que dejan de salir gases por la valvula.

El biofertilizante debe ser afiejado, en un periodo de 2 a 3 meses, a una
temperatura ambiental de 30 a 38°C

La determinacion organoléptica de la calidad del biofertilizante se basa en un olor
agradable de fermentacion alcohdlica (no a putrefaccion), y un color ambar
translicido con sedimento. En ocasiones, en biofertilizantes que han sufrido una
fermentaciéon adecuada, se pueden identificar una nata de color blanco
(biofertilizante maduro y listo para su uso), o nata de color verde acompafiada de
espuma (biofertilizante inmaduro, que requiere mas tiempo de reposo, antes de uso)
(Restrepo, 2007).

La aplicacion del Supermagro se realiza de 3 a 7 L por cada 100 L de agua, en una
relacion de 3 o 7 % (Restrepo, 2007) y en intervalos entre 3 o 4 dias (Restrepo,
2001; Tarigo, et al., 2004).

Composicion del sustrato a fermentar para la obtencién de Supermagro

Cada uno de los elementos que componen el Supermagro juega un rol en la
transformacién de la materia organica y el ciclaje de nutrientes (Restrepo, 2007).
Los componentes del sustrato de dicha formulacién se pueden agrupar en tres
fuentes: una fuente proteica y energética, una fuente mineral y una fuente de
materia organica las cuales seran transformadas por microorganismos en un medio
liquido (agua) (Ruiz, 2013).
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El agua es la matriz en la que ocurren las reacciones bioquimicas y se establece la
creciente biomasa (Restrepo, 2007). La fuente proteica y energética proviene de la
leche y la melaza, componentes nutritivos fuente tanto de macronutrientes como
carbono, nitrégeno, fésforo y azufre, y micronutrientes como calcio, hierro y
manganeso, entre otras, como carbohidratos, proteinas, vitaminas y grasas, y son
precursores de otros compuestos organicos que se sintetizan durante la

fermentacién del preparado (Restrepo, 2007; Ruiz, 2013).

Esta fuente se puede enriquecer utilizando otros componentes de origen organico
como sangre, higado, restos de pescado, etc., que cumplen la misma funcién que

los anteriores (Ruiz, 2013; Llamas, et al., 2015).

La fuente mineral esta constituida por minerales y elementos traza (micronutrientes)
gue se integran a la fermentacidbn mediante las sales minerales y las cenizas
(Restrepo, 2007). La fuente de materia organica estd compuesta por el in6culo
microbiano, el cual ingresa al sistema como heces de vaca, esta constituido por
bacterias (Bacillus subtilis), protozoarios y hongos, de orden anaerobio facultativo y

anaerobio estricto (Restrepo, 2007; Ruiz, 2013).

Estos microorganismos se encargan de metabolizar los elementos en el caldo tales
como la celulosa presente en los residuos vegetales, las proteinas y las grasas, ya

sea en ausencia total o parcial de oxigeno (Restrepo, 2007; Ruiz, 2013).

Fermentacion para la obtencion de Supermagro

El proceso de transformacion de la materia organica del preparado Supermagro esta
mediado por la microbiota presente en la misma, donde las bacterias degradan
moléculas complejas en acidos volatiles y moléculas simples (Czerkawski, 1986;

Montalbetti, 2009; Jami y Mizrahi, 2012); mientras que los hongos, actlian sobre
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pared celular vegetal mediante una hidrolisis, liberando un complejo celuldsico y
produciendo acidos grasos volatiles, gases y pequefas cantidades de etanol y
lactato (Montalbetti, 2009).

La ruta fermentativa que cursa la materia organica bajo condiciones de anaerobiosis
se conoce como la digestion anaerobia, en la que se distinguen diversas etapas que
ocurren en simultaneo dentro del sistema: una hidrdlisis, una acidogénesis, una
acetogénesis y finalmente una metanogénesis; dando como resultado la
transformacién de la materia organica en compuestos organicos volatiles como COz,

CHa4 y biomasa (Figura 2).

CsHp;204 p 3ICH, + 3CO; + biomasa microbiana. A G°= -394 Kj/mol/gl.

Figura 2. Ecuacion de la digestion anaerobia (Tarigo, et al., 2004; Rajendran y Ganti,
2019).

En la primera etapa ocurre una hidrdlisis de compuestos organicos no disponibles
tales como grasas, proteinas y carbohidratos, liberando compuestos organicos
solubles como &cidos grasos, aminoacidos, azlUcares y agua. Estd mediada por
enzimas extracelulares sintetizadas por las microorganismos aerobios y bacterias
anaerobias facultativas como las enterobacterias, entre otras (Czerkawski, 1986;
Tarigo, et al., 2004; Ruiz, 2013).

Los lipidos presentes en la materia organica contienen acidos grasos unidos a
glicerol (glucolipidos y fosfolipidos) y triglicéridos (Marin, et al, 2010) y pueden ser

metabolizados por lipolisis o por biohidrogenacién.

La lipolisis ocurre por medio de lipasas, galactolipasas y fosfolipasas de origen
bacteriano y protozoario. Estas, hidrolizan los &cidos grasos esterificados en
triglicéridos (liberando &cidos grasos y glicerol), glucolipidos (liberando galactosa) y
fosfolipidos (Montalbetti, 2009; Marin, et al, 2010).
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Por su parte la biohidrogenacion, mediada por bacterias celuloliticas, consiste en la
reduccion de los enlaces dobles en &cidos grasos insaturados como el acido
linoleico y el acido linolénico, formando &cido esteéarico. (Czerkawski, 1986;
Montalbetti, 2009; Marin, et al, 2010). Los compuestos nitrogenados como proteinas
y urea son degradados en amoniaco y acidos grasos (Czerkawski, 1986;
Montalbetti, 2009).

Los carbohidratos de la materia organica son estructuras compuestas por pentosas,
hexosas 0 azucares que pueden estar acompafados de acidos y aminas, dentro de
los que se encuentran carbohidratos estructurales como la celulosa y la
hemicelulosa, y no estructurales como son azucares solubles simples, fructosa y
almidon (Czerkawski, 1986; Montalbetti, 2009).

Las pectinasas son enzimas que remueven sustancias pépticas presentes en la
estructura de la celulosa de la pared celular; mientras que esta Ultima es degradada
por microorganismos celuliticos y hemiceluloliticos que a través de las enzimas
celulasa y hemicelulasa produciéndose acido acético y Hz (Czerkawski, 1986;
Sylvia, et al. 1997; Montalbetti, 2009; Vilanova, et al., 2012). Por su lado, dentro de
las enzimas que participan en la degradacion de azucares no estructurales como el
almidon en acidos grasos volatiles, se encuentran las amilasas y la enzima amilo 1-
6 glucosidasa (Czerkawski, 1986; Montalbetti, 2009).

Las moléculas de glucosa obtenidas en estas fases son degradadas por la glucolisis
hasta ser convertida en acido piravico, el cual posteriormente puede producir
diversos compuestos, de acuerdo con la via de degradacién: propionato, acetato y
diéxido de carbono, o butirato; compuestos que pueden ser utilizados por bacterias

metanogénicas para reducir dioxido de carbono en metano (Czerkawski, 1986).
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A continuacién, ocurre la etapa acidogénica, en la que organismos aerotolerantes
como las bacterias lacticas fermentan la glucosa a acido lactico, y algunos
organismos anaerobios estrictos se encargan de la produccién de &cidos organicos
como acético y propionico y &cido butirico a partir del acido lactico resultante de la
degradacion de los lipidos (Campos, et al., 2005; Marin, et al, 2010; Ruiz, 2013), a

partir de los productos de la fase anterior.

Dentro de esta fase se destacan organismos de los géneros Clostridium,

Lactobacillus, Streptococcus y Enterobacterias (Campos, et al., 2005).

En la etapa de la acetogénesis, la galactosa proveniente de la degradacién de los
lipidos es fermentada a acido acético, COz y H* ( Marin, et al, 2010), por actividad
de organismos anaerobios facultativos y estrictos, donde predominan organismos
del género Clostridium, Syntrophobacter wolinii (descompone el acido propionico),
S. wolfei (descompone el &cido butirico). Algunos de esos organismos, las bacterias
homoacetogénicas, pueden producir acido acético a partir de CO2 y H+, dentro de
las que se encuentran Acetobacterium, Clostridium y Eubacterium (Tarigo, et al.,
2004; Campos, et al., 2005; Ruiz, 2013).

Finalmente, en la etapa metanogénica las bacterias con el mismo nombre utilizan el
acido acético (bacterias metanogénicas acetoclasticas como Methanosarcina y
Methanothrix), o el Hidrégeno mezclado con CO: (bacterias metanogénicas
hidrogeniofilas: Methanobacterium y Methanococcus) para producir gas metano
(CH4) a partir de la reduccion del CO2 (Czerkawski, 1986; Campos, et al., 2005;
Ruiz, 2013).

Al tratarse de un proceso de mdultiples etapas que ocurren en simultaneo es

importante resaltar que dichas etapas se sobrelapan, alterando la composicion de

metabolitos primarios, secundarios, de la biomasa y de la actividad degradadora de
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los microorganismos a lo largo de la fermentacion, lo cual se puede ver

representado en la Figura 3 (Ruiz, 2013).

Secundarios l

ANy — —

~N

Primarios

Crecimiento celular
Produccion de Metabolitos

10 30
Dias

Figura 3. Cinética de crecimiento y generacion de metabolitos de la digestion anaerobia
(Ruiz, 2013).

A pesar de reconocerse la presencia de la biota benéfica para el suelo y sus ventajas
en la fertilizacion del suelo, aun existe una latente preocupacion relacionada con la
seguridad del uso de estos fermentados debido a la presencia y, en algunos casos,
la alta concentracion de microorganismos patégenos como E. coli y especies de
Salmonella y Shigella, entre otros, los cuales pueden o no afectarse tras el proceso
fermentativo (Alfa, et al., 2014).

Condiciones operacionales de la fermentacién para la obtencion de

Supermagro

Los valores 6ptimos de pH para que se dé el correcto proceso fermentativo del
Supermagro se encuentran entre 6,6 y 7,6, donde valores por debajo del limite

inferior de pH indican un proceso de fermentacion incompleto y se inhibe la actividad
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microbiana, mientras que a valores de pH muy altos los productos de la
fermentacion se alteran siendo dioxido de azufre (SO2) e hidrogeno (HY)
(Czerkawski, 1986; Ruiz, 2013).

Dichos valores oOptimos estan mediados por la actividad extendida de las
enterobacterias presentes en la fase de hidrdlisis y que producen acido butirico: y
de las bacterias &cidolacticas de la fase de acetogénica que generan acido acético,
en mucha mayor cantidad que el acido lactico producto metabdlico de las bacterias

acidolacticas de la fase de acidogénica (Ruiz, 2013).

En cuanto a la temperatura el proceso idealmente debe operar entre 30 a 38 °C,
siendo este ultimo valor el que emula el ambiente ruminal alcanzando una mayor
actividad microbiana (Czerkawski, 1986; Tarigo, et al. 2004; Montalbetti, 2009). Sin
embargo, debido a que durante esta fermentacion intervienen bacterias mesofilas
(4 a 40 °C) y termdfilas (35 a 65 °C), el proceso puede suceder a diferentes
temperaturas ambientales medias comprendidas entre 18 y 55 °C (Restrepo, 2007;
Ruiz, 2013).

Por su lado, el tiempo de retencién puede variar de acuerdo con los requerimientos
nutricionales de la especie vegetal sobre la que se utilizara el Supermagro, y de
acuerdo con la temperatura de operacién (temperatura ambiental cercana a 30°C),
por lo que se recomiendan periodos medios entre 30 y 45 dias. De igual forma, se
han reportado periodos de retencion de 14 dias a una temperatura ambiental de
30°C y 90 dias a una temperatura ambiental de 18°C (Restrepo, 2001; Tarigo, et al.,
2004; Restrepo, 2007; Ruiz, 2013).

Composicion del biofertilizante Supermagro

Las sustancias que se producen tras la fermentacion pueden ser facilmente

absorbidas por las hojas y raices de las plantas limitando el establecimiento de
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plagas y el desarrollo de enfermedades (Restrepo, 2001), induciendo la generacion
de resistencia de las plantas contra plagas y enfermedades e inhibiendo la
generacion de esporas de organismos patdgenos. También puede contener
organismos con un comportamiento antagonista hacia agentes causales de

enfermedades (Tarigo, et al., 2004; Ferraz, 2010).

A su vez, compuestos como el &cido folico, provitamina A, vitaminas C y E, a-
amilasa, aminodcidos y acidos organicos favorecen la nutricion de las plantas
(Restrepo, 2001).

Tras la fermentacion el contenido de carbono en la materia organica se reduce
considerablemente, ya que este es liberado a la atmosfera en forma de diéxido de
carbono (CO2) o metano (CHa4) y facilitando el flujo de esta molécula en el suelo e
incrementando el contenido de otros nutrientes como el nitrégeno, potenciando la
relacion C:N (Ferraz, 2010; Ruiz, 2013).

El complejo de vitamina B sintetizado por los microorganismos del preparado,
contiene diversas vitaminas como las vitaminas B1 y B3 que juegan un rol como
cofactores en el metabolismo de carbohidratos y en la funcion respiratoria; las
vitaminas B5 y B2 son precursores de la coenzima A y de la coenzima FAD,

respectivamente (Restrepo, 2001).
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2. METODOLOGIA

2.1. OBTENCION DEL SUSTRATO

Los sustratos para la elaboracion del biofertilizante se obtuvieron de un predio que
pertenece a la finca El Rosal, registro ICA 257800153, dedicada a ceba de bovinos
y pollos de engorde.

Ubicado en el municipio de Sasaima, ubicado a 80 Km de Bogota, en el
departamento de Cundinamarca, Colombia. Se encuentra a una altura de 1.150
msnm, y cuenta con una temperatura media anual aproximada de 22°C (Alcaldia de
Sasaima, 2017).

Los sustratos seleccionados para la investigacion fueron heces de bovino,
denominada bovinaza y una mezcla de heces de aves de corral (pollos de engorde)

y cama compuesta de viruta, denominada gallinaza.

Las heces de bovino se recolectaron con una pala en los corrales destinados a la
alimentacion controlada y manipulacion de los animales; y la gallinaza fue

recolectada con una pala de las naves en que habitan los pollos de engorde.

2.2. FERMENTACION PARA OBTENCION DEL BIOFERTILIZANTE
ENRIQUECIDO

Se realiz6 un proceso de fermentacion anaerobia para la produccién del

biofertilizante, empleando diferentes proporciones de los sustratos seleccionados.

2.2.1 Caracteristicas de los Fermentadores
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Las fermentaciones se realizaron en tanques fermentadores que operaron como
lote alimentado, por un periodo de 42 dias. Los tanques se ubicaron en una zona

parcialmente protegida de la lluvia y la luz directa del sol.

Los fermentadores se construyeron basandose en las recomendaciones dictadas
en el trabajo de Chamorro (Chamorro, 2015). Estos consistieron en recipientes de
plastico negro con una capacidad total de diez Litros (10 L), cuyo volumen efectivo
de trabajo (VET) fue de 70%, correspondiendo a un volumen de siete Litros (7 L).
La tapa de los recipientes fue sellada con silicona para asegurar la anaerobiosis del

sistema.

Para hacer el seguimiento de la emisién de los gases producidos durante la
fermentacion, los fermentadores se conectaron, por medio de una manguera, a otro
recipiente plastico que contenia agua. Alli, el extremo de la manguera esta
sumergido, lo que asegura el no ingreso de aire al proceso. En la parte inferior frontal
del fermentador se adecué una manguera de salida para la toma de muestras
(Figura 4).

Figura 4. Representacion gréfica de los fermentadores.
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2.2.2 Condiciones Operacionales de las fermentaciones

Las fermentaciones se elaboraron con el fin de evaluar cinco formulaciones
diferentes (tabla 2), en las que se varid la concentracion de los sustratos
seleccionados. Las formulaciones se realizaron por triplicado, evaluandose un total

de 15 ensayos.

Tabla 2. Formulaciones de las mezclas de gallinaza-bovinaza en diferentes proporciones.

Formulacién Gallinaza (%) Bovinaza (%)
F1 0 100
F2 100 0
F3 50 50
F4 30 70
F5 70 30

Inicialmente se diluyeron 1750 g de sustrato en 2800 mL de agua y se afiadieron de
40 mL de melaza, 14 mL de leche, 3,5 g de ceniza y 7 g de roca fosférica. Durante
los siguientes 18 dias de fermentacién, cada tres dias se incorporé al sistema una
sal mineral especifica a una concentracion variable (tabla 3), y ademas se adicioné
melaza, leche, ceniza y roca fosférica en la misma proporcion que el dia inicial.
Siempre, después de la adicion de los componentes, cada mezcla se homogenizé
manualmente, durante aproximadamente 10 minutos, utilizando un agitador para

cada tanque.
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Tabla 3. Concentracion de las sales minerales que alimentaron el sistema durante la
fermentacion.

Dia Sal mineral
4 60 g de Sulfato de Zinc
7 40 g de Sulfato de Magnesio
10 16 g de Sulfato de Manganeso
13 20 g de BORAX
16 20 g de BORAX
19 16 de Sulfato Ferroso
Completar volumen hasta 7 L con agua

El dia 19 de fermentacion se completé el volumen hasta alcanzar el VET de 7 L, con
agua sin tratar. Lo anterior, de acuerdo con la formula de SuperMagro, propuesta
por Tarigo y compaiiia en su trabajo de 2004 (Restrepo, 2001; Tarigo, et al. 2004;
Restrepo, 2007; Llamas, et al., 2015). Posteriormente el sistema se dejé en reposo
durante 23 dias mas, completando el ciclo fermentativo de 42 dias (Chamorro,
2015).

2.2.3 Seguimiento del pHy de la temperatura durante la fermentacion

Se realiz6 la medicidén de pH y de temperatura durante el proceso de fermentacion.
Para esto, se tomaron muestras de 5 mL del sobrenadante de cada una de las
formulaciones y sus respectivas réplicas. Estas muestras se recolectaron previo a
la adicion de cada una de las sales minerales al sistema, hasta el dia 19 de la
fermentacion. La ultima muestra fue tomada el dia 42 de la fermentacion, a partir de

los bioles obtenidos.

La medicion del pH se realizé mediante papel indicador universal para pH marca

FILTER-LAB®, referencia 911R, cuya lectura se baso en la escala de color indicada
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en la etiqueta del papel. Por su lado, la temperatura se midié empleado termémetros
de varilla marca BRAND®.

2.2.4 Separacion y conservacion de los bioles obtenidos

Se realizo la separacion de los bioles resultantes del proceso de fermentacion, para
Su caracterizacion y una posterior evaluacion de su efecto en el crecimiento vegetal

sobre plantas de pasto Brachiaria decumbens cv. Basilisk.

La separacion se realizé mediante una filtracion, empleando un colador de tela para
separar la fase liquida, el filtrado, de la sodlida, el concentrado. A continuacion, la
fase liquida se almacend en una botella de plastico y se conservé a 4°C y en

ausencia de luz, hasta su posterior uso.

2.3. DETERMINACION DE LA MICROBIOTA PRESENTE EN LOS BIOLES
OBTENIDOS

Se realiz6 una caracterizacion microbioldgica de los bioles obtenidos tras el proceso
de fermentacion, para determinar la presencia de microbiota con potencial interés
agricola, y de microorganismos potencialmente patdégenos para humanos y

animales.
Los analisis microbiol6gicos se realizaron a partir de muestras que fueron

recolectadas de cada una de las fermentaciones evaluadas, el dia 1 (muestra 1), el

dia 19 (muestra 2), y el dia 42 (muestra 3) de la fermentacion.
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2.3.1 Determinacion de microorganismos de interés agricola

Se procedio a la determinacion de la presencia de microorganismos solubilizadores
de fosforo, bacterias degradadoras de caseina y bacterias hidroliticas de

compuestos carbonados (almidén y celulosa).

Para estas pruebas se realizaron tres diluciones seriadas en base diez (10-) en
agua peptonada estéril al 0,1% (p/v), siguiendo lo reportado por Becerra, et al, 2011

(Becerra, Quintero, Martinez y Matiz; 2011).

Posteriormente, las muestras se sembraron mediante estria, y por triplicado,
obteniéndose tres aislamientos por cada tanque (replica) y, por lo tanto, nueve
aislamientos por cada formulacion. Se realizaron en medios de cultivo selectivos y
diferenciales, especificos para cada uno de los grupos microbianos estudiados, lo
que permitio evidenciar la sintesis de compuestos hidroliticos y enzimas catabdlicas;
y se incubaron a 28 °C por 7 dias (Wang, et al., 2015).

e Microorganismos solubilizadores de Fésforo

Se procedi6 a la determinacién de la capacidad de algunas bacterias presentes en
los bioles obtenidos de solubilizar el fésforo, disponiéndolo para su absorcion por
parte de las plantas; siendo esta una caracteristica de interés para la generacion

del biofertilizante.

Esta evaluacion se baso en la determinacion de la sintesis de acidos organicos y de
enzimas hidroliticas, empleando los medios de cultivo SMRS1 (con pH ajustado a
7) y Pikovskaya, que se presentan en la Tabla 4 (Rivera-Cruz, Truijillo y Alejo, 2010;
Becerra, et al., 2011; Acevedo, et al., 2014; Wang, et al., 2015).
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Tabla 4. Composicion de los medios de cultivo SMRS1 y Pikovskaya.

SMRS1 (g/L)

Pikovskaya (g/L)

Sulfato de amonio ((NH4)2S0O4) 0,5 [Sulfato de amonio ((NH4)2SO.) 0,5
Cloruro de Potasio (KCI) 0,2 | Cloruro de Potasio (KCI) 0,2
Sulfato de Magnesio (MgSQOa) 0,3 | Sulfato de Magnesio (MgSQO.) 0,3
0,00 0,00
Sulfato de Manganeso (MnSQO4) 4 | Sulfato de Manganeso (MnSQO.) 4
Sulfato de Hierro Heptahidratado 0,00 | Sulfato de Hierro Heptahidratado 0,00
(FeS0.4) 2 | (FeS0.) 2
Cloruro de Sodio (NaCl) 0,2 [Cloruro de Sodio (NaCl) 0,2
Fosfato Tricalcico (Cas(PQ4),) 5 | Fosfato Tricalcico (Cas(PQO,).) 5
Glucosa (CeH1205) 10 | Glucosa (CsH1206) 10
Extracto de levadura: 0,5 | Extracto de levadura 0,5
Parpura de bromocresol 0,1 |-
Agar-agar 15 |Agar-agar: 15

Tras la incubacion, y siguiendo el método indicado por Rivera Cruz , se procedi6 a

la identificacion de halos de solubilizacion de fosforo en los dos medios de cultivo;

y a la identificacion de cambio de coloracién del medio SMRS1, como lo indica

Becerra (Rivera-Cruz, et al. en 2010; Becerra, et al. en 2011).

e Bacterias degradadoras de caseina.

La degradacién de caseina ilustra sobre la presencia de enzimas proteasas de

origen microbiano en los bioles obtenidos.

Se determindé empleando agar leche ajustado a 7,2 unidades de pH, como medio

de cultivo (Tabla 5). Identificando un halo de hidrélisis >5 mm de diametro, alrededor

de las colonias que crecen en el medio (Correa, 2018 y Ruiz, 2018).
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Tabla 5. Composicion del agar leche.

Agar leche (g/L)
Peptona 5
Extracto de levadura 3
Dextrosa 1
Leche descremada en polvo 25
Agar-agar 15

e Microorganismos degradadores de almidoén.

La hidrolisis de almidén indica la presencia de microorganismos productores de

enzimas amilasa en los bioles obtenidos.

Esta hidrolisis se determind de acuerdo con lo reportado por Buitrago y
colaboradores, utilizando como medio de cultivo agar almidén (tabla 6), el cual
consiste en 10 g de almidén por litro a un pH de 7, 2. Luego de la incubacion, se
reveld la generacion de halos de hidrélisis de almidon, afiadiendo unas gotas de
lugol (yodo) al medio, donde se considerd positiva la degradacién en halos de

hidrolisis > 5 mm (Buitrago, Sdnchez y Guerrero en 2014).

Tabla 6. Composicién del medio agar almidén.

Agar almidén (g/L)
Extracto de carne 3
NaCl 6
Almidén 2
Agar-agar 15

e Microorganismos degradadores de celulosa.
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Con el medio Carboximetilcelulosa (CMC) 1% (p/v) a pH 7 (tabla 7) se determiné la
actividad celulolitica, asi como la capacidad de algunas bacterias de utilizar los
subproductos de esta catélisis (Vilanova, et al., 2012).

Se empled la técnica de determinacién de la actividad celulolitica utilizada
(presencia de endoglucanasas), reportada por Talia y colaboradores (Talia et al.,
2012). Consiste en la adicion de una gota de rojo Congo sobre las colonias que
crecieron en el medio. A continuacion, se incubaron por 15 minutos y posteriormente
se les adicion6 una gota de NaCl 1M. Finalmente, se procedio a identificar la

presencia de un halo de hidrolisis alrededor de las colonias.

Tabla 7. Composicién del medio Carboximetilcelulosa 1%.

Carboximetilcelulosa 1% (g/L)

Fosfato dipotasico (K;HPOy,) 1,67
Fosfato monopotésico (KH,PO) 0,87
Cloruro de Sodio (NaCl) 0,05
Sulfato de Magnesio (MgSQO4x7H,0) 0,1
Cloruro de calcio (CaCly) 0,04
Cloruro de Hierro (FeCly) 0,004
Molibdato de sodio (NazMoO4x2H,0) 0,005
Biotina 0,01
Acido nicotico 0,02
Acido pantoténico 0,01
Cloruro de amonio (NH4CI): 1
Agar-agar 15

e Coliformes totales y fecales

En los bioles obtenidos, se determiné la presencia de bacterias entéricas
potencialmente patégenas de humanos y animales, de acuerdo con las técnicas
establecidas por el Standard Methods For the Examination of Water and

Wastewater, 2017.
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Para lo anterior se realizaron siembras por estria de las diluciones seriadas, en los
medios Eosina y azul de metileno (EMB), y en el medio cromégeno Chromocult.

Posteriormente los cultivos se incubaron a 35 °C durante 24 horas.

Luego de la incubacion, en agar EMB se procedi6 a la determinacion de la presencia
de colonias negro a verde metdlico, las cuales se identifican como Escherichia coli;
colonias grandes y mucoides, las que se identifican presuntivamente como
Klebsiella sp. o Enterobacter sp.; colonias grises claro a color crema o incoloras, las
gue se identifican presuntivamente como Salmonella sp., Proteus sp., o Shigella sp.;
o colonias irregulares e incoloras que se identifican presuntivamente como
Pseudomonas sp. (BD EMB, 2013).

En el agar Chromocult se determiné la presencia de organismos entéricos,
identificAndose las coliformes totales como colonias salmon a rojo, y que pueden
corresponder a especies como Cirobacter sp., Enterobacter sp., o Klebsiella sp. A
su vez, se identificaron las coliformes fecales como colonias morado a azul que
corresponden a Escherichia coli; y por su lado se determind la presencia de colonias

incoloras que corresponden a Pseudomonas sp. (Merck, 2014).

2.4. EVALUACION IN VIVO DE LA ACCION DE LOS BIOLES OBTENIDOS
COMO BIOFERTILIZANTES

Se evaluo el efecto fertilizante de los bioles obtenidos sobre el crecimiento de pasto

Brachiaria decumbens cv. Basilisk

2.4.1. Establecimiento de la parcela

La evaluacion del efecto fertilizante de los bioles obtenidos se realiz6 mediante

experimentos in vivo, utilizando plantas sembradas en bolsas de siembra (o de
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vivero) de un tamafio de 15*20cm y ubicadas en una parcela de 2 m de ancho y 3,5

m de largo.

Cada bolsa de siembra contenia 4 Kg de turba estéril marca Pindstrup Plus
Orange© como sustrato, y 30 semillas del pasto Brachiaria decumbens cv. Basilisk,

previamente escarificadas con ayuda de una lija de agua No. 80.

Las aplicaciones de las soluciones fertilizantes se iniciaron una vez las plantas de
Brachiaria decumbens cv. Basilisk germinaron y formaron plantulas, determinado
por la aparicién de las hojas primarias. Estas se repitieron cada quince dias por un

periodo de tiempo de 45 dias

Para cada bolsa de pasto se aplicaron 100 mL de la solucion correspondiente,
directamente en el sustrato (drench). Inicialmente la concentracion fue de 0,5 mL/L,
que se realiz6 tomando 0,5 mL del biol filtrado y se diluyé en 1000 mL de agua
mineral. Una vez se apreci6 la aparicion de las hojas verdaderas, la concentracion
se incrementd a 0,75mL/L, la cual se logré diluyendo 0,75 mL del biol filtrado en

1000 mL de agua mineral.

2.4.2. Disefio experimental de la evaluacion del efecto fertilizante de los bioles

Para la evaluacion del efecto fertilizante de los bioles, se realizé un ensayo
compuesto por siete tratamientos, cada uno de ellos con cuatro repeticiones,

resultando en un total de 28 unidades experimentales.
En los tratamientos se evaluaron los bioles obtenidos en las formulaciones (T1 a

T5). Para el control positivo se utilizé un fertilizante organico comercial (T6), y como

control negativo se adicion6 agua sin fertilizante (T7) (tabla 8).
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El experimento consistio en un disefio completamente al azar, en el que se
contemplaron dos hipétesis estadisticas: la hipétesis nula indica que al menos uno
de los tratamientos es diferente, y la hipétesis alterna indica que todos los

tratamientos son iguales.

Tabla 8. Esquema de fertilizacién de las plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk.

Tratamiento Fertilizante
T1 Biol obtenido de sustrato de bovinaza 100% (F1)
T2 Biol obtenido de sustrato con gallinaza 100% (F2)
T3 Biol obtenido de sustrato Gallinaza-Bovinaza 50/50 (F3)
T4 Biol obtenido de sustrato con Gallinaza-Bovinaza 30/70 (F4)
T5 Biol obtenido de sustrato con Gallinaza-Bovinaza 70/30 (F5)
T6 NPK comercial Tropical CIS-NPK®
T7 agua (sin fertilizante comercial ni biol obtenido)

2.4.3. Evaluacion de la accién de los bioles obtenidos sobre el crecimiento
de Brachiaria decumbens cv. Basilisk

La accion fertilizante de los bioles sobre el desarrollo vegetal de Brachiaria sp. se
determind mediante la medicion de la longitud del tallo (cm), y el recuento del
namero de macollas producidas en cinco plantas, escogidas al azar en cada unidad

experimental (Chamorro, 2015).

Estas mediciones se realizaron durante un periodo productivo de 45 dias, en los
cuales se tomaron los datos en tres momentos: dia 15, dia 30 y dia 45 después de
la siembra, debido a que en este periodo las plantas se encuentran en la fase de

desarrollo vegetativo (De Souza, 1995).
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2.4.4. Anadlisis estadistico de la accion de los bioles obtenidos sobre el
crecimiento de plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk

Las pruebas estadisticas se realizaron, empleando el programa estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI Version 16.1.15 (32-bits).

Los resultados de la longitud del tallo y el numero de macollas fueron examinados
mediante un analisis de varianza ANOVA. Las comparaciones entre las medias de
los tratamientos se realizaron mediante una prueba F de Fisher con un nivel de

confianza de 95%.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. FERMENTACION PARA OBTENCION DEL BIOFERTILIZANTE
ENRIQUECIDO

En esta investigacion se evaluaron diferentes formulaciones en la obtencion de un
biol con potencial fertilizante, empleando combinaciones de heces avicolas y

bovinas, resultantes de la produccién agropecuaria.

Es conocido el uso de heces de bovinos en la generacion de biofertilizantes
enriquecidos de uso agricola, como el Supermagro (Sangakkara, 2001; Chauhan,
et al., 2015; Grover et al., 2015). También se ha evaluado la gallinaza como fuente
alternativa de nutrientes para plantas, luego de su estabilizacion (FAO, 2013; Chan,
Santos, Garcia, 2016).

La combinacion de diferentes sustratos animales también ha sido evaluada.
Fitriyanto y compafiia, evaluaron la calidad de un biofertilizante liquido compuesto
por heces de cabra y diferentes proporciones de heces de pollo, obteniéndose
resultados favorables tras la fermentacién aerobia de estas (Fitriyanto, Priyadi,
Suranindyah, Yusiati, Erwanto, Kurniawati y Pertiwiningrum, 2016).

Para esta investigacion, se combinaron heces de bovino y gallinaza en proporciones
de 100-0, 70-30, 50-50, 30-70 y 0-100 %, respectivamente. Las cinco formulaciones

se sometieron a un proceso de fermentacion anaerobia durante 42 dias.

Se realizé el seguimiento a la temperatura y el pH a lo largo de los 42 de la
fermentacion. Los dos valores se registraron a partir de los bioles obtenidos, antes
de la adicion de las sales, es decir, cada tres dias a partir del dia 1. El ultimo valor

se tomo el Ultimo dia de la fermentacion, el dia 42.
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Lo anterior se realizdé basandose en la premisa de que el pH es un indicador del
seguimiento del proceso fermentativo (Sarma, et al., 2013), ya que, durante la
hidrdlisis y durante la asimilacién de proteinas, se liberan iones hidrogeno y se
producen acidos, que conducen a la reduccion de este parametro (Patifio Torres, et
al., 2014).

A lavez, la temperatura influye en la actividad de los microorganismos involucrados
en el proceso de fermentacion, donde las temperaturas 6ptimas rondan los 30 °C

(Chenbing, Zhang, Han, Shanshan, Liyuan, Guanzhou y Weimin, 2019).
El pH se registrd6 con ayuda de papel tornasol, revelador de pH, y a partir del
sobrenadante de cada una de las fermentaciones. Mientras que la temperatura se

registro introduciendo el termometro directamente en la fermentacion.

En la Figura 5 se presenta el comportamiento del pH para las cinco formulaciones,
durante los 42 dias de fermentacion.

10

pH

Dia 4 Dia 7 Dia 10 Dia 13 Dia 16 Dia 19 Dia 42
Dia de fermentacién

Fl ——F2 F3 —@—F4 —@—F5

Figura 5. Comportamiento del pH durante el proceso fermentativo, de las formulaciones.
F1: 100% bovinaza, F2: 100% gallinaza, F3: 50% gallinaza y 50% bovinaza, F4: 30%
gallinaza'y 70% bovinaza, y F5: 70% gallinaza y 30% bovinaza.
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A lo largo de las fermentaciones, los valores de pH durante el proceso fermentativo
oscilaron entre 5 y 7 para todas las formulaciones evaluadas; exceptuando dos

valores que alcanzaron unidades de 9 y 4.

Teniendo en cuenta el comportamiento del pH a lo largo del proceso de digestion
anaerobia, en términos generales, los microorganismos involucrados en la digestion
anaerobia tienen una actividad optima a pH entre 6 y 8 unidades (FAO, 2011).
Donde en las dos primeras fases, la hidrélisis y la acidogénesis, se generan iones
H* y &cidos (organicos y volatiles), lo que conlleva a la disminucion del valor de pH
(Carhuancho, et al., 2015; Cavalcante, Coelho, de Luna Souto, Ferreira, Soares de

Lima, Raj, da Silva Ferreira y Beckmann, 2019).

A continuacién, en la tercera fase, la acetogénesis, se producen acetato, hidrégeno
y diéxido de carbono. Finalmente, en la metanogénesis, la cuarta y Ultima etapa de
la digestion, se producen metano y dioxido de carbono, lo cual ocurre en valores
entre 6,5y 7,5 (Carhuancho, et al., 2015; Cavalcante, et al., 2019).

De acuerdo con lo anterior, se puede inferir que a lo largo de las fermentaciones
ocurrieron procesos de degradacion de los sustratos, efectuandose las fases de la
digestién anaerobia (Cavalcante, et al., 2019). Lo anterior tiene como consecuencia
la sintesis de &cidos organicos y acidos grasos volatiles, mediados por la actividad
microbiana, cuando el pH se encontraba entre 5,5y 6,5. En la sintesis de acetatos
y metano al alcanzar pH cercanos a las 7 unidades de pH (Gonzalez y Longoria,
2005).

De igual forma, es necesario destacar que cuando se presentaron valores de pH
por debajo de las 6 unidades, se pudo deber a que el proceso no habia logrado la

fase metanogénica en ese momento, puesto que esta fase es la etapa limitante del
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proceso, debido a la sensibilidad de la microbiota responsable de la misma; y para

que se logre, el pH debe encontrarse lo mas cercano a la neutralidad (FAO, 2011).

De acuerdo con Sarma y colaboradores, el pH permite realizar el seguimiento de la
transformacién del sustrato en biomasa y metabolitos, en cultivos tipo lote
alimentado, en los que la alimentacion no depende de la medicién de parametros

directos; como es el caso del presente trabajo (Sarma, et al., 2013).

Lo anterior se debe a que el pH aportdé informacion atil para la alimentacion
adecuada del sistema, debido a que este tiende a variar a lo largo del proceso
fermentativo. Indica el consumo de los componentes del medio al disminuir los
valores de pH y continuando con el incremento de este, a causa de la presencia de
una fuente de carbono limitante, lo cual genera el requerimiento de una fuente
alternativa de dicho elemento cuando este se agota; o debido a la produccion de
iones amonio, provenientes del catabolismo de las proteinas; o a un aumento de la
solubilizacion de gases como CO2, debido al aumento en la temperatura (FAO,
2011; Sarma, et al., 2013).

Respecto al seguimiento de la temperatura de las diferentes formulaciones, se
observé un incremento en los primeros 7 dias, continuando con una disminucion
hacia el dia 13, para luego incrementarse para el 19 de las fermentaciones (Figura
6).

61



TEMPERATURA

Temperatura (°C)
= N N N N N
[(o] [ w (9] ~ [(o]

=
~N

Dia4 Dia7 Dia 10 Dia 13 Dia 16 Dia 19 Dia 42
Formulacién
F1 —e—F2 F3 —@—F4 —@—F5

Figura 6. Valores del seguimiento de la temperatura durante las fermentaciones, de las
formulaciones: F1: 100% bovinaza, F2: 100% gallinaza, F3: 50% gallinaza y 50% bovinaza,
F4: 30% gallinaza y 70% bovinaza, y F5: 70% gallinaza y 30% bovinaza.

Lo anterior se puede deber a que la temperatura dicta la velocidad de crecimiento
de los microorganismos involucrados en los procesos fermentativos y, por lo tanto,

la velocidad de la digestion mediada por los mismos (FAO, 2011).

Este incremento de la temperatura podria deberse a un incremento en la actividad
metabdlica de los microorganismos, debido a que aumenta la solubilidad de sales,
facilitando su captacion por la microbiota, a la vez que se presenta una reduccion
de la viscosidad del medio, facilitando la captacion de nutrientes por parte de las
células (FAO, 2011). También se reduce la solubilidad de gases, favoreciendo la
liberacibn de gases que inhiben el crecimiento microbiano, como NHs y H2S
(Espinosa, Domaschko, Robles, Duran, Hernandez y Bombardiere, 2010).

Olaya y Gonzalez indican que a lo largo de la digestion anaerobia se presentan
diferentes rangos de temperatura, interviniendo en la presencia y actividad
microbiana de la digestion, donde se reconocen tres grupos microbianos de acuerdo

con la temperatura, los psicréfilos (<25°C), los mesofilos (25 a 45°C) y termdfilos
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(45 a 65°C) (Olaya y Gonzalez, 2009). Y, de igual forma Espinoza y colaboradores,
afirman que la temperatura ideal para un proceso adecuado de fermentacion
anaerobia debe encontrarse entre 30 a 35°C para la fase mesofilica, la cual
comprende las tres primeras etapas de la digestibn anaerobia y parcialmente la
cuarta; y entre 45 a 57°C para la fase termdfila, la cual corresponde exclusivamente

a la metanogénesis (Espinoza, et al., 2010; Cavalcante, et al., 2019).

A pesar de que los valores de temperatura obtenidos a lo largo de las formulaciones
son menores a los ideales, reportados por Cavalcante y Espinoza; el
comportamiento evidenciado demuestra la actividad metabdlica de los
microorganismos psicrofilos presentes en estas formulaciones (Espinoza, et al.,
2010; FAO, 2011).

Un ejemplo es el mencionado por Chenbing y compafiia, quienes indican que a
temperaturas entre 5 y 20°C, existe la presencia de genes que intervienen en la
desnitrificacion, y cuya sintesis se reduce a temperaturas altas, por la falta de
compuestos carbonados donadores de electrones, que son consumidos por la gran

cantidad de microbiota en el medio (Chenbing,et al., 2019).

Sin embargo, se destaca una diferencia representativa en las temperaturas
obtenidas de la formulacion 1 compuesta exclusivamente por bovinaza, en los dias
16 y 42, correspondientes a 18 y 21°C, respectivamente, al compararlas con las

demas formulaciones, en el mismo periodo de tiempo.

Esto se puede deber a que la microbiota propia en el rumen, la cual esta involucrada
en los procesos de degradacion de la materia organica, no se haya logrado
establecer y por lo tanto su actividad metabdlica se haya visto alterada, debido a
que esta requiere de una temperatura optima cercana a los 38°C (Czerkawski,
1986).
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Lo anterior, se basa en lo reportado por Singh y compaiiia, quienes afirman la
necesidad de asegurar las condiciones Optimas de crecimiento de los
microorganismos involucrados en la digestién anaerobia, entre las que se incluyen
la concentracién de oxigeno, la humedad, el pH y la temperatura, entre otros (Singh,
Pandey y Singh., 2011).

A su vez es importante mencionar, que en el presente trabajo no se presentaron
valores de temperatura cercanos o superiores a los 55°C, en las fermentaciones.
Esto indica que el proceso no alcanzé la fase termdfila y, al compararlo con el
comportamiento observado en el pH, donde no evidenciaron valores superiores a
las 7 unidades; es probable que la fase metanogénica se haya cumplido
parcialmente, ya que a pesar de que la mayoria de microorganismos asociados a
esta fase son termdfilos, Liu y compafiia demuestran la presencia de bacterias
metalogénicas a temperatura media (Espinoza, et al., 2010: FAO, 2011; Liu, Klose
y Conrad, 2018).

Por otro lado, teniendo en cuenta lo indicado por Ruiz y Rodrigues, y sus respectivos
colaboradores, la temperatura ambiental influye en el desarrollo de la fermentacién
Supermagro (Ruiz, 2013; Rodrigues, Garrido, da Silva, Simdes, Silva y Amorim,
2019). Estos autores han reportado que en regiones donde la temperatura es alta,
el proceso se completa entre 15 a 30 dias, mientras que, en regiones con
temperaturas relativamente bajas, la digestion se puede completar en un tiempo de
45 dias o mas (Rodrigues, et al., 2019).

De acuerdo con lo anterior, y teniendo en cuenta que la temperatura media
ambiental durante el periodo en que se realizaron las fermentaciones fue de 24,14°C
(IDEAM, 2017) , es probable que el tiempo de retencion, periodo de tiempo en que
se desarroll6 el presente estudio y que correspondio a 42 dias, haya sido
insuficiente para asegurar el cumplimiento total de todas las fases involucradas en

el proceso de digestion anaerobia. Esto coincide con lo reportado Olaya y Gonzaélez,
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quienes indican que el tiempo de retencion ideal para que la digestion anaerobia se
logre bajo condiciones de temperatura psicrofilicas, es superior a 100 dias (Olaya y
Gonzélez, 2009).

3.2. DETERMINACION DE LA MICROBIOTA PRESENTE EN LOS BIOLES
OBTENIDOS

En esta investigacion, se realizé la determinacion de la microbiota presente en los
bioles obtenidos, en términos de microorganismos de interés agricola y de aquellos

potencialmente patdgenos entéricos para humanos y animales.

Los biofertilizantes se caracterizan por contener nutrientes esenciales para las
plantas y a su vez cuentan con microorganismos que promueven su crecimiento y
aumentan la disposicion de los nutrientes en el suelo. La obtencién de estos
biofertilizantes se basa en la descomposicién de la materia organica, mediada por
la accién de microorganismos, bajo condiciones ideales de temperatura, pH, entre
otros (Cavalcante, et al., 2019; Asadu, lke, Onu, Egbuna, Onoh, Mbah y Eze,2020).

Por su parte, se ha reportado la presencia de diferentes organismos patégenos de
humanos y animales en los biofertilizantes. Algunos de estos organismos
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, dentro de los que se destacan parasitos
y parasitos oportunistas como E. coli, Salmonella y Enterobacter, que pueden

causar enfermedades gastrointestinales (Alfa, et al., 2014; Blake, 2020).

Para ambos tipos de microorganismos, se realizaron analisis microbiologicos a partir
de tres muestras recolectadas de las fermentaciones evaluadas, el dia 1, el dia 19
y el dia 42 de la fermentacion. Se realizaron diluciones seriadas en base diez, que

posteriormente se sembraron en medios de cultivo selectivos y diferenciales.
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3.2.1. Determinacion de microorganismos de interés agricola

La determinacion de microorganismos de interés agricola se realizé mediante la
identificacion de la actividad de bacterias y hongos solubilizadores de fosforo,
bacterias degradadoras de caseina y bacterias hidroliticas almidon y celulosa. La
Tabla 9 presenta la presencia (+) o ausencia (-) de estos microorganismos en las
diferentes formulaciones. En términos generales, se determind la presencia de

microorganismos con actividad amilolitica, proteolitica y solubilizadores de fésforo.

Tabla 9. Determinacién de microorganismos benéficos del suelo.

Solubilizadores | Solubilizadores | Degradacién Hiddlisis de Degradacion
de Fésforo - de Fésforo - de Caseina - Almidon - de Celulosa -
Formulacién SMRS1 Pikovskaya Leche Almidén cMcC1
F1 + + - - -
F2 - - - + -
F3 - - - - -
F4 - - - - -
F5 - + - - -

Microorganismos solubilizadores de fésforo

Se determind la presencia de microorganismos solibilizadores de fosforo en los
bioles obtenidos, por medio de la identificacion de la sintesis de &cidos organicos o
de presencia de enzimas hidroliticas, observando un halo de solubilizacion y cambio
de coloracion en el medio a amarillo en el medio de cultivo SMRS1, y observando

un halo de solubilizacién de fosforo en el medio Pikovskaya.

En la formulacion 1, en el dia 19 de la fermentacion, se observa un ligero cambio de
coloracién del medio SMRS1 a amarillo, lo que da indicios de la produccion de
acidos organicos y/o volatiles (Figura 7A). El crecimiento macroscopico se
caracteriza por contar con colonias aterciopeladas, secas, pegadas al medio y con

bordes irregulares.
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Esto se corrobora con la aparicion de un halo de solubilizacion muy delgado en el
medio Pikovskaya en la formulacion 1 (Figura 7B), acompafiado de colonias blancas
secas y de bordes irregulares. En la Figura 7C, se observa el resultado de la
coloracion Gram, indicando la presencia de una bacteria filamentosa Gram positiva.

Por su lado, en la Figura 7D y 7E se observan los aislamientos de las formulaciones
3,4,y5, en medio SMRS1, donde no se observa crecimiento de microorganismos,

ni halo de solubilizacién o cambio de coloracién en el medio a amatrillo.

Finalmente, en la Figura 7F, se visualizan los aislamientos de las formulaciones 4 y
5, en el medio Pikovskaya, donde se determina el crecimiento de bacterias color
crema, opacas y de bordes irregulares, sin embargo, no se identifica un halo de

solubilizaciéon de fésforo.

Figura 7. Aislamiento de organismos solubilizadores de fésforo, del dia 19. A) F1 y F2:
Medio SMRS1. B) F1 y F2: Medio Pikovskaya. C) F1R2: Tincién Gram. D) F3y FAR1 y
F4R2, medio SMRSL1. E) FAR3 y F5, medio SMRS1. F) F3, F4 y F5, medio Pikovskaya.

Patiio Torres y colaboradores mencionan asociaciones de las plantas con

microorganismos capaces de solubilizar (disponer), mineralizar e inmovilizar los
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ortofosfatos presentes en el suelo, lo cual se hace necesario debido a la poca
concentracion de este elemento en su forma disponible en el suelo, a causa de la
precipitacion de este por moléculas quelantes como aluminio (Patifio Torres, et al.,
2014).

Dentro de estos microorganismos se destacan diversas bacterias como
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Klebsiella y Agrobacterium, entre otras. Y
hongos, como Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Fusarium (Acevedo, et al.,
2014).

Sin embargo, Wang Yy colaboradores reportan en su trabajo que los
microorganismos en mencion se pueden ver afectados por relativamente altas
concentraciones de sal, presente en las heces de bovino compostado, lo cual da
paso al establecimiento de actinomicetos y hongos halotolerantes (Wang, et al.,
2015).

Lo anterior, podria explicar la presencia de la bacteria flamentosa, asociada al
cambio de coloracion del medio SMRS1, lo cual se debe a la sintesis de &cidos
organicos, provenientes de la respiracion oxidativa, lo que conlleva a reducir el pH
del suelo y favorece la disolucion de los minerales fosféricos; o ya sea porque los
componentes anionicos de los acidos organicos se intercambian por el ortofosfato

quelado, liberandolo en la solucién del suelo.

También el pH se puede reducir por la liberacién de iones hidrogeno durante la
asimilacion del NH4*, como parte de la degradacion de la materia organica (Patifio
Torres, et al., 2014; Wang, et al, 2015). Esta bacteria flamentosa cuenta con las
caracteristicas morfolégicas macro y microscopicas de un Actonimiceto, se
caracterizan por presentar una morfologia similar a un micelio delgado no septado,
suelen ser saprofitos por lo que se encuentran de forma natural en el suelo, y habitan

en ambientes mesofilicos creciendo entre 25 y 30°C, correspondiendo a las
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caracteristicas del ejemplar observado en los resultados del presente trabajo
(Asadu, et al., 2020).

De acuerdo con lo observado y con Asudu y compafiia, los actinomicetos son
bacterias que participan en diversos procesos como la mineralizacion y fijacion de
nitrogeno, la degradacion y descomposicion de carbohidratos complejos como la

lignina y la celulosa, y la solubilizacion de foésforo (Asadu, et al., 2020).

La formacion de un halo muy pequefio de solubilizacién en el caso del medio
Pikivskaya, se puede deber a que como lo indican Kumar y Rai, el establecimiento
de la microbiota se ve fuertemente afectado por diversas variables fisicoquimicas
como por ejemplo el clima o la composicion del sustrato, cuando esta es introducida

al sistema, como fue el caso del presente trabajo (Kumar y Rai, 2020).

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos y lo asegurado por Asadu y
compafia, quienes mencionan que los biofertilizantes son sustancias que contienen
nutrientes esenciales para las plantas y microorganismos que promueven el
crecimiento de la planta aumentando la disposicidén de los nutrientes en el suelo. Es
posible determinar la presencia y accion de algunos organismos que participan

activamente en la descomposicion de la materia orgénica (Asadu, et al., 2020).

En las formulaciones 2, 3, 4 y 5, donde no se identifico halo de solubilizacion y
cambio de coloracién en el medio en medio SMRS1, ni halo de solubilizacion de
fosforo en medio Pikovkaya, se evidencio el crecimiento de algunos
microorganismos en el medio, lo cual se puede deber a que estos organismos son
capaces de utilizar los componentes del medio como fuente de nutrientes, pero que
no generan acidos o enzimas involucradas en la solubilizacion de fésforo
(Mandigan, Martinko, Bender, Buckey y Stahl, 2015).

La presencia de microorganismos solubilizadores de fésforo sugiere que, en el biol

obtenido de la formulacion 1 se encuentran los elementos necesarios para
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solubilizar este elemento en el suelo que se fertilizara con dicha formulacion;

disponiéndolo para la absorcion y nutricién de las plantas.

Por su lado, en los dias 1 y 42, no se evidencio crecimiento de microorganismos

presuntivamente solubilizadores de fosforo.

Microorganismos degradadores de caseina

Se determind la presencia de microorganismos proteoliticos, empleando agar leche,
determinando la presencia de un halo de hidrdlisis alrededor de las colonias

formadas, que tuviesen un diametro > 5 mm (Correa, 2018 y Ruiz, 2018).

No se evidenci6 la presencia un halo de hidrdlisis alrededor de las colonias
obtenidas, demostrando la ausencia de microorganismos con actividad proteolitica.
En la Figura 8, se observa el crecimiento de diferentes tipos de microorganismos,
como colonias con bordes definidos de color blanco y tamafio pequefio, colonias de
color crema y con bordes en forma de roseta de tamafo grande Figura 8A y 8B.
También se identifica la presencia de un hongo filamentoso algodonoso, de

coloracién blanca (Figura 8C y 8D).
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Figura 8. Aislamiento de microorganismos en agar leche. A) F1. F2, F3: Revés. B) F1. F2,
F3: Envés. C) F3, F4y F5: Revés. D) F3, F4 y F5: Envés.

Sin embargo, ninguno de los aislamientos indica contar con una actividad
proteolitica, demostrando que estos organismos son capaces de utilizar los
componentes del medio, como los son el extracto de levadura, la peptona o la
dextrosa, como fuente de nutrientes (Mandigan, Martinko, Bender, Buckey y Stahl,
2015).

La degradacién de caseina ilustra sobre la presencia de enzimas proteasas de
origen microbiano en los bioles obtenidos. Sin embargo, en el presente trabajo, no

se evidencia la presencia de estas enzimas (Ruiz, 2018).

Microorganismos amiloliticos

Se determind la presencia de bacterias amiloliticas, mediante la técnica de
revelacion con Lugol, afiadiendo una gota de este reactivo sobre las colonias

71



obtenidas a partir de los bioles producto de las fermentaciones, con el fin de revelar
en halo de hidrdlisis. En la Figura 9, se evidencian los aislamientos obtenidos del

dia 1, en el medio de cultivo agar almidén, tras su respectiva revelacion con Lugol.

En la Figura 9A y 9B, se observa el envés y el revés de los aislamientos obtenidos,
de las formulaciones 1, 2y 3. En esta se puede evidenciar la presencia de diferentes
microorganismos, entre los que predominan bacterias color crema y de bordes
irregulares. A su vez, se determina la formacion de un halo de hidrdlisis de almidon,
alrededor de unas colonias de bacterias pequefias blanquecinas, demostrando la
presencia de bacterias amiloliticas. Por su lado, en la Figura 9C se contempla el
resultado de la tincion Gram, en la que se identifica la presencia bacilos tanto Gram

positivos como de bacilos Gram negativos.

Finalmente, en la Figura 9D y 9E, se observa el envés y el revés de los aislamientos
obtenidos, de las fermentaciones 3, 4 y 5, donde no se evidencia la presencia de
microorganismos amiloliticos, pero si se destaca la presencia de un hongo

filamentoso blanco, y colonias medianas color crema.

Figura 9. Aislamientos dia 1. A) F1, F2 y F3: envés. B) F1, F2 y F3: revés. F2: Halo de
hidrolisis de almidon alrededor de las colonias. C) F2: Tincion Gram. D) F4y F5: envés. E)
F4y F5: revés.
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La hidrolisis del almidon que se evidencia en F2, en el dia 1, indica que en esta
formulacion hubo presencia de microorganismos que sintetizan y utilizan las
enzimas a y B amilasa, y/o la enzima amiloglucosidasas (Buitrago, et al., 2014,
Bahatt, Prajapati, Patel y Trivedi, 2020; Gaenssle, van der Maarel, Jurak, 2020), con
el fin de degradar la molécula de almidén, la cual esta formada por cadenas lineales
con ramificaciones conformadas por moléculas de glucosa unidas por los enlaces

a-1,4 y a-1,6 entre si (Gaenssle, et al., 2020).

En los resultados se observa la presencia de bacilos Gram positivos (de color
violeta) que podrian corresponder a Bacillus o Lactobacillus (Tejera-Hernandez,
Rojas-Badia y Heydrich-Pérez, 2011). También se observan bacilos Gram
negativos (de color rosado) los cuales podrian corresponder a especimenes de

Pseudomnas (Pratap, et al. 2016).

De acuerdo con lo anterior, Buitrago y compafiia aseguran que estos
microorganismos pueden corresponder a bacterias de géneros Bacillus y
Pseudomonas., ademas de algunos actinomicetos (Buitrago, et al., 2014). Lo que
se corrobora con Bahatt y sus compafieros, quienes aseguran que Bacillus
lichenformis, Bacillus staerothermophillus y Bacillus amyloliquefaciens, son cepas

utilizadas para la produccion de amilasas industrialmente (Bhatt, et al., 2020).

Por su lado, Xu y colaboradores, reportan la actividad amilolitica de diferentes
especies de Lactobacillus, bacterias lacticas que son capaces de degradar el
almidén ademas de fermentar moléculas de glucosa transformandolas en &cido
lactico (Xu, Zhou, Tang, Li, Chen, Zhang, Zhang, 2020).

En las otras formulaciones, diferentes a F2 el mismo dia, no se identifico el
crecimiento de microorganismos con actividad amilolitica, a pesar de que, si se
evidencia el crecimiento de algunos microorganismos en el medio. Lo cual se puede

deber a que estos organismos son capaces de utilizar los componentes del medio,
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como los son el extracto de carne y el cloruro de sodio, como fuente de nutrientes
(Mandigan, Martinko, Bender, Buckey y Stahl, 2015).

La presencia de bacterias amiloliticas en el biol obtenido de la formulacion 2, sugiere
qgue en este fertilizante se encuentran organismos capaces de hidrolizar y por lo
tanto de degradar la molécula de almiddn, liberando polimeros cortos, dimeros y
mondmeros de azucares, dejandolos disponibles para el consumo y establecimiento
de la microbiota que habita en la rizosfera, asi como para la absorcién y nutricién

por parte de las plantas.

Microorganismos celuloliticos

Se determiné la presencia de microorganismos degradadores de celulosa,
empleando la técnica de deteccion de enzimas endoglucanasas (Talia et al., 2012),
afiadiendo una gota de rojo Congo sobre las colonias que crecieron en el medio, y
posteriormente, incubando las cajas nuevamente por 15 minutos. Finalmente, se
afiadié una gota de NaCl 1M. En la Figura 10, se observan los crecimientos de los

aislamientos en agar CMC.

Tras la incubacion, se observo crecimiento de los aislamientos de las formulaciones
1,2y 3, en el dia 1 de la fermentacion; donde se identificaron colonias bacterianas
de diferente tipo, unas de color crema pequefias y de bordes definidos, otras de
color crema y medianas; y otras de color blanco con una apariencia seca y pegadas
al medio. En las Figuras 10A y 10B se observan las colonias luego de la revelaciéon
con rojo Congo, demostrando que no se identifica la presencia de halos de hidrdlisis

de celulosa.

Por su parte, el dia 19 de la fermentacion (dia dos de muestreo), se identifico el

crecimiento de los aislamientos de las formulaciones 1, 2 y 3; predominando la
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presencia de colonias grandes, blancas y de bordes irregulares, asi como la de
colonias blancas, grandes y de apariencia seca y filamentosa. En la Figura 10C y
10D, se observan las colonias luego de la revelacion con rojo Congo, demostrando
que no se identifica la presencia de halos de hidrolisis de celulosa.

Finalmente, en el dia 42 de la fermentacion, se identifico el crecimiento de un hongo
filamentoso de coloracion verde oliva con borde blanco, y una colonia blanca y seca
de borde irregular y gran tamafo, aparentemente se trata de microorganismos
contaminantes. En la Figura 10E y 10F, se observan los crecimientos de los
aislamientos en agar CMC, correspondientes al dia 42 de la fermentacion (dia tres
de muestreo), luego de la revelacién con rojo Congo, demostrando que no se
identifica la presencia de halos de hidrdlisis de celulosa.

" [E]
Figura 10. Aislamientos en agar CMC, revelados con rojo Congo. A) Dia 1 de F1, F2 y F3.

B) Dialde F3, F4y F5: C) Dia19de F1, F2y F3. D) Dia 19 de F3, F4y F5. E) Dia 42 en
agar CMC de F1, F2y F3. F) Dia 42 en agar CMC de F3, F4y F5.

No se evidenci6 la presencia de microorganismos con actividad celulolitica, a pesar

de que se encontraron otros microorganismos en el medio, indicando que estos
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pueden utilizar cualquiera de los componentes del medio como fuente de nutrientes
(Mandigan, Martinko, Bender, Buckey y Stahl, 2015).

La degradacion de celulosa demuestra la presencia de enzimas glucanasa y otras
enzimas oxidasas, que permiten hidrolizar la compleja molécula de celulosa,
liberando polimeros cortos, dimeros y monomeros de azucares, disponiéndolos en
el suelo. Sin embargo, en el presente trabajo no se evidencia la presencia de estas

enzimas en los bioles obtenidos.

3.2.2. Determinacion de Coliformes totales y fecales

Se determind la presencia de bacterias patdgenas entéricas de humanos y
animales. Consistié en la determinacién de la presencia de coliformes, sembrando

las muestras obtenidas de los bioles en medios de cultivo selectivos y diferenciales.

En la tabla 10, se visualiza la presencia de coliformes totales y fecales, presuntivos
patdbgenos entéricos de humanos y animales. Demostrando la presencia de
diferentes especies de enterobacterias en las formulaciones. A partir de la muestra
del dia 1 y en el medio EMB, se identifica el crecimiento de diferentes tipos de

microorganismos.

Tabla 10. Determinacién de patdégenos humanos y animales.

Formulacidn E. coli Citrobacter, Enterobacter o Klebsiella. Salmonella
F1 - + -
F2 - + -
F3 - - -
F4 - - +
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F5 - - -

En la formulacion 1 se determind la presencia de colonias rosadas y mucosas
(Figura 11A), las cuales, al realizarse la tincion Gram, demuestra la morfologia de
bacilos Gram negativos (Figura 11B). También se identifica el crecimiento de
organismos contaminantes, un hongo algodonoso de coloracion blanca y unas

colonias grandes, secas y con bordes puntiagudos (Figura 11C).

Por su lado, en la formulacion 2 se identifica el crecimiento de colonias rosado fuerte
y mucosas en medio EMB (Figura 11D). Mientras que en la formulacion 3 se observa
la ausencia de crecimiento microbiano (Figura 11E). En la formulaciéon 4, se
identifico el crecimiento de colonias grises medianas en el mismo medio de cultivo
(Figura 11F). A las que se les realizd su coloracion de Gram, identificando la
presencia de bacilos Gram negativos (Figura 11G). Finalmente, en la formulacion 5,
al igual que en la 3, se observa la ausencia de crecimiento microbiano (Figura 11H).

Figura 11. Aislamientos del dia 1 en agar EMB. A) F1R1. B) F1R1: Tincién Gram. C) F1R3
y F2R1. D) F2R2y F2R3. E) F3. F) F4R1 y FR2. F4R3. G) F4R3: Tincién Gram. H) F5.
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Segun el inserto del medio EMB de BD™. La morfologia de las colonias descritas
en las formulaciones 1y 2, podria corresponder organismos patdégenos entéricos de
humanos y animales, de tipo coliformes o no coliformes, tales como Citrobacter,
Enterobacter. y Klebsiella. Mientras que, la morfologia de las colonias descritas en

la formulacién 4, indica el crecimiento presuntivo de Salmonella (BD ™, 2013).

Lo anterior se debe a que las bacterias presentes en el medio EMB tienen la
capacidad de fermentar lactosa o sacarosa, los azlcares fermentables que

componen el medio.

Las bacterias que pertenecen al grupo de los coliformes (fermentadores de lactosa)
producen colonias de color negro azulado y E. coli presenta una coloracion verde
metélico. Por su lado, Salmonellay Shigella (fermentadoras de sacarosa) presentan
colonias incoloras (BD™ , 2013).

La ausencia de crecimiento en las formulaciones 3 y 5, se puede deber a que la
microbiota presente en las muestras no tiene la capacidad de crecer en el medio de
cultivo EMB. Debido a que el medio el medio cuenta con los colorantes azul de
metileno y eosina, los cuales inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas, es
probable que en las formulaciones primara la presencia de organismos Gram
positivos (BD™ , 2013).

Por otro lado, en la muestra en medio Chromocult correspondiente al dia 19 se
encontré que las formulaciones 1y 2 presentaron crecimiento de colonias rosado
asalmonado, de tamafio grande y secas (Figura 12A). Al observarlas al microscopio,
se evidencia la presencia de bacilos Gran negativos (Figura 12B), mientras que en
las formulaciones 3, 4 y 5, es clara la ausencia de crecimiento bacteriano, y se
identifica el crecimiento contaminante de un hongo algodonoso de coloracién blanca
(Figura 12C).
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Figura 12. Aislamientos del dia 19 en agar Chromocult. A) F1y F2. F3. B) F1 y F2: Tincion
Gram. C) F4 y F5.

En este medio las bacterias entéricas de tipo coliforme, es decir que son capaces
de fermentar la lactosa entre 35 y 48°C, se observan como colonias de color rojo a
salmon, debido a la actividad de la enzima 3-D-galactosidasa, la que actua sobre el
sustrato Salmon-GAL del medio y el IPTG, resultando en colonias con coloracién
rosada a rojo (Lange, Strathmann y ORRmer, 2013; Merck, 2014). Estas bacterias,
pueden corresponder a cepas de Citrobacter o Enterobacter, lo cual coincide con

los resultados obtenidos en el medio EMB (Merck, 2014).

La ausencia de crecimiento en las formulaciones 3, 4 y 5, se debe a las
caracteristicas propias del medio, al tratarse de un medio de cultivo cromégeno. De
acuerdo con Lange y colaboradores, la presencia de Tergitol®7 en el medio, inhibe
el crecimiento de la microbiota Gram positiva y parte de la Gram negativa que no es
de interés. Indicando que la microbiota presente en las formulaciones puede tratarse
de organismos inhibidos por el antibiético en mencion. A su vez, es probable que
estos organismos, sean incapaces de utilizar los sustratos Salmon-GAL (6-cloro-3-
indoxil-R-D-galactopiranosido), IPTG (isopropil-bD-tiog-alactopiranosido), o X-
glucuronida, por la ausencia de la enzima D-galactosidasa (Lange, et al., 2013;
Merck, 2014).
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Finalmente en la muestra del dia 42 (Figura 13 A y 13B), no se identificaron
organismos potencialmente patdégenos entéricos de humanos y animales, indicando

gue durante el proceso la microbiota indeseable se reduce o elimina en su totalidad,

8 |

corroborando lo
indica Lépez, quien afirma la necesidad de estabilizar las heces de animales previo
a su utlizacion como fertilizantes, lo que se puede lograr mediante una
fermentacién, debido a la presencia de microorganismos perjudiciales para la salud
de humanos y animales (Lépez, 2015).

Figura 13. Ausencia de crecimiento tras los aislamientos de los bioles del dia 42 en agar
Chromocult. A) F1y F2. F3. B) F4y F5.

En general, el comportamiento de los aislamientos obtenidos, indica que a lo largo
de la fermentacién se encuentran colonias de microorganismos que pueden ser
patdbgenos entéricos para humanos y animales, las cuales posiblemente
correspondan a especies de los géneros Salmonella, Citrobacter, Enterobacter, o
Klebsiella. Estas especies pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, las cuales
son bacterias Gram negativas y de morfologia bacilar (Blake, 2020).

La presencia de Salmonella sp. se ha reportado anteriormente en las heces de
gallinas por Soria y compafia, reportandose en mayor medida las especies
Sechwarzengrund y Enteritidis. Lo cual soporta la presuncién de presencia de esta
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bacteria en las heces de gallina (Soria, Soria, Bueno, Godano, Gomez, ViaButron,
Padin y Rogé, 2017).

Salmonella entérica tiene multiples serovares, siendo typhimurium uno de los mas
representativos, por ser el responsable de enfermedades gastrointestinales en
animales endotermos y se caracteriza por presentar una sintomatologia que incluye
fiebre, diarrea, dolor abdominal, y en ocasiones pude ocasionar vomito (Payen, de
la Gandara, Cointe, Massiot, Bidet, Weill, Bonacorsi, 2020).

De acuerdo con Lien y colaboradores, Citrobacter sp. es un grupo de bacterias que
habitan en el tracto gastrointestinal de animales endotermos, por lo que se
consideran patégenos oportunistas de personas inmunocomprometidas y neonatos
(Lien, Lee, Chien, Huang, Lu, Chang, 2018).

Al igual que Citrobacter y Klebsiella; Enterobacter habita en el ambiente (suelo y
agua), y el tracto intestinal de endotermos, y puede presentar un comportamiento
como patdgeno oportunista como patdégeno hospitalario, causando infecciones
urinarias o respiratorias en personas inmunocomprometidas (Blake, 2020). Se
caracterizan por ser bacterias aerobias y moviles, que crecen como colonias

grandes y mucosas, como es el caso de Klebsiella (Blake, 2020).

Finalmente, Klebsiella sp. se diferencia de las anteriores por la presencia de una
capsula compuesta por polisacaridos, que protegen las células de las condiciones
ambientales (Ungyarsky, 2017). De acuerdo con Ungyarsky, Klebsiella se asocia a
infecciones hospitalarias, al igual que Enterobacter, ocasionando afecciones como
neumonia, infecciones urinarias e infecciones quirargicas, sin embargo, habita
comunmente en el intestino de endotermos, sin representar ningun peligro para

salud y suelen ser liberadas en las heces (Ungyarsky, 2017).
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La presencia y liberacion de estos organismos en las heces de los animales, podria
explicar la presencia de estos en las fermentaciones, durante este proceso. Por su
lado, la ausencia de estos organismos al finalizar la fermentacion puede estar
relacionada con los cambios ocurridos a lo largo de esta, tales como la sintesis de
acidos organicos, producto de la degradacion de la materia organica o la reduccion
de oxigeno disponible en el medio como producto de la digestion anaerobia
(Cavalcante, 2019).

3.3. EVALUACION IN VIVO DE LA ACCION DE LOS BIOLES OBTENIDOS
COMO BIOFERTILIZANTES

Se evaluo el efecto fertilizante de los bioles obtenidos, sobre el crecimiento de pasto
Brachiaria decumbens cv. Basilisk.

Los biofertilizantes enriquecidos con sales minerales contienen mayor
concentracion de algunos minerales en comparacion con los residuos utilizados
como materia seca. Se ha demostrado que estos se utilizan, entre otras actividades,
como sustancias nutritivas para las plantas, consistiendo en un material soluble
disuelto (heces reducidas hasta un 6,5%) en 89,4% de agua. Cuentan con un gran
potencial para suplir la nutricion realizada con fertilizantes de sintesis (Cavalcante,
2019).

La evaluacion de la accion fertilizante de los bioles obtenidos tras las
fermentaciones, se realizé sobre plantas del pasto Brachiaria decumbens cv.
Basilisk. Se emplearon dos controles que consistieron en el uso de fertilizante
sintético (NPK) y uso de agua. Se determiné la altura del tallo y el nimero de

macollas, como variables respuesta del crecimiento y desarrollo de las plantas.
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3.3.1. Evaluacion de la acciéon de los bioles obtenidos sobre el crecimiento
de plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk

El crecimiento de las plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk inoculadas con
los bioles obtenidos a partir de las diferentes formulaciones de biofertilizantes. Se
realizo utilizando un disefio de bloques al azar, en el que se midio el crecimiento de
las plantas de Brachiaria decumbens en términos de tamafio del tallo y nimero de

macollas, cada quince dias por un periodo de 45 dias después de la siembra de las

semillas (Figura 14).

Figura 14. Seguimiento del crecimiento de las plantas. A) Tamarfio del tallo. B) Plantas de
pasto. C) No. de macollas.

Segun De Souza, y de acuerdo con el desarrollo del meristema apical de Brachiaria
decumbens c.v. Basilisk, se pueden definir seis fases de desarrollo: la primera es la
fase vegetativa, en la que se evidencia un gran crecimiento de los tejidos, una alta
tasa de respiracion celular, y la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos. La
segunda, es la fase de transicion entre el desarrollo vegetativo y reproductivo, donde
inicia la maduracion de los tejidos, por lo que los procesos metabdlicos ocurren
considerablemente mas lento y son mas uniformes. Esta fase se denomina de
iniciacion del racimo y ocurre 10 a 15 dias después de la emergencia del tallo.

Posteriormente, ocurren las fases de iniciacion de la espiga (dia 21 después de la

emergencia del tallo), fase de diferenciacion de la espiga (dia 26 después de la
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emergencia del tallo), fase de inflorescencia (dia 59 después de la emergencia del

tallo), y fase de maduracion de la semilla (De Souza, 1995).

Por lo anterior, el periodo de tiempo de crecimiento evaluado corresponde al

desarrollo vegetativo de las plantas del pasto Brachiaria decumbens c.v. Brasilisk,

Efecto de los bioles sobre la altura del tallo

Se evalub el efecto fertilizante de los bioles obtenidos tras las fermentaciones, sobre
el crecimiento de pasto Brachiaria decumbens cv. Basilisk.

El tallo y la hoja de pastos de forraje, como es el caso de Brachiaria decumbens cv.
Basilisk, se evalGan en la ganaderia en una relacion hoja:tallo, para determinar la
acumulacion de la materia seca en las hojas, haciendo posible determinar la
proporcion de compuestos asimilados y destinados a las hojas, demostrando ser un

indicio indirecto del tamafio de estas (Atencio, Tapia, Mejia y Cadena, 2014).

Por su lado, las macollas son un indicio del desarrollo de la planta, puesto que
corresponden a un conjunto de tallos unidos por la base, y se considera material
vegetativo de los pastos debido a que la generacion de hojas induce a la generacion
de raices independientes. Estas aparecen cuando las plantas presentan entre dos
y tres hojas, a partir de las yemas secundarias de la planta (INATEC, s.f.).

El efecto fertilizante de los bioles obtenidos, se evalu6 mediante su aplicacion de
plantas sembradas en bolsas, utilizando los bioles obtenidos a una concentracion

de 0,75mL/L, durante un periodo de 45dias.

En la Figura 15 se presenta el comportamiento de la altura del tallo de las plantas
de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, fertilizadas con los bioles obtenidos y sus

respectivos controles, que se realizo durante 45 dias desde el momento de siembra.
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Tamaino del tallo
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Figura 15. Altura (cm) del tallo de plantas de Brachiaria decumbens cv. Bailisk, fertilizadas
con los bhioles obtenidos y sus respectivos controles. T1: 100% Bovinaza, T2: 100%
Gallinaza, T3: 50/50 Gallinaza-Bovinaza, T4: 30/70 Gallinaza-Bovinaza, T5: 70/30
Gallinaza-Bovinaza, T6: Producto comercial y T7: Agua.

Durante el experimento se observo el incremento en la altura del tallo durante el
paso de los dias evaluados en todos los tratamientos, correspondiente al
crecimiento natural de la planta. Para el final del ensayo, se evidencié que la altura
del tallo fue mayor en el tratamiento con el producto comercial Tropical CIS-NPK®

(T6) y el tratamiento sin aplicacion (T7), en comparacidn con los bioles obtenidos.

Para el dia 15 se observa que el tratamiento 1, que corresponde a la fertilizacion
con el biol obtenido de la formulacién compuesta por bovinaza 100% (n=11,1cm),
presentd una mayor influencia sobre el crecimiento de las plantas, en términos de
altura del tallo, en comparacion con los demas tratamientos y los controles. Las
plantas correspondientes a los demas bioles presentaron una altura inferior al

tratamiento sin aplicacion.
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Por su parte, para el dia 30, tanto las plantas que recibieron el fertilizante comercial
(T6: 28,2 cm), como aquellas sin fertlizante (T7: 24,0 cm), presentaron valores
superiores a los tratamientos de fertilizacion con los bioles obtenidos evidenciando
una altura del tallo muy similar entre si, entre 22 y 23 cm.

Finalmente, para el dia 45 de seguimiento, las plantas presentaron un
comportamiento similar al observado en dia 30, con los tratamientos control
ejerciendo un mayor efecto sobre el crecimiento vegetal que los bioles obtenidos

durante la investigacion.

En la Figura 16 se presenta el analisis de varianza para la altura del tallo (cm) y la
significancia estadistica para cada uno de los tratamientos evaluados.

Tabla ANOVA para Altura del tallo por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio  |Razon-F Valor-P
Entre grupos  |304.115 6 50,6859 3.35 0.0179
Intra grupos  |318.099 21 15,1475

Total (Corr.) |622.214 27

Figura 16. Analisis de varianza para la altura del tallo del dia 45 de seguimiento al
crecimiento de las plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, fertilizadas con los bioles
obtenidos y sus respectivos controles.

De acuerdo con el ANAVA, con un R? que explica el 99,52% de la variabilidad de la
altura del tallo, como resultado de la fertilizacion del pasto B. decumbens, los
tratamientos evaluados tuvieron influencia estadisticamente significativa (p<0,05)

sobre el crecimiento de la planta.

La Figura 17 presenta la prueba de multiples rangos para la altura del tallo en los
diferentes tratamientos. Se puede observar que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en el crecimiento de las plantas correspondientes a
los tratamientos fertilizados con los bioles obtenidos (T1 a T5). Aunque el

tratamiento sin aplicacion (T6) fue superior a los anteriormente mencionados, solo
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hubo significancia estadistica respecto al tratamiento con bovinaza como sustrato
exclusivo (T1). Las plantas donde se aplico fertilizante comercial (T7), presentaron
un crecimiento significativamente mayor a los bioles ensayados durante la

investigacion, mas no respecto al control sin aplicacion (T6).
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Figura 17. Gréfico de cajas y bigotes para visualizar la significancia en la diferencia entre
tratamientos, para la altura del tallo del dia 45 de seguimiento. Sobre el crecimiento de las
plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, fertilizadas con los bioles obtenidos y sus
respectivos controles.

Se puede observar que, en el presente estudio no se evidencia una accién
fertilizante a partir de los bioles obtenidos, en comparacién con el producto

comercial, ni con el tratamiento sin aplicacion.

A pesar de lo anterior, al comparar Unicamente el efecto de los bioles obtenidos, el
crecimiento fue mayor en aquellas formulaciones donde la combinacion de gallinaza
y heces de bovino fue de 50/50, 30/70 y 70/30, respectivamente, demostrando tener
mejor efecto en comparacion con las formulaciones cuyos sustratos consistian

exclusivamente en un tipo de residuo animal (T1y T2).
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Sin embargo, para el dia 15 de seguimiento, se observa en el tratamiento F1, que
corresponde a la fertilizacion con el biol obtenido de la formulacibn compuesta por
bovinaza 100%, una mayor influencia sobre el crecimiento de las plantas, en
términos de tamafio del tallo, en comparacion con los demés tratamientos y los

controles (n=11,1cm).

El efecto sobre el crecimiento (tamafio del tallo) de las plantas observado el dia 15,
en el tratamiento realizado con bovinaza 100% (T1), es mayor en comparacion con
los demas tratamientos. Este corresponde a la formulacién de Supermagro, la cual
se ha reportado como una solucibn que otorga propiedades protectoras,
hormonales y nutricionales en hortalizas, cultivos anuales, cultivos de plantas
perennes, follajes, cultivos ornamentales y frutales, siendo tan eficiente como para
suplementar la nutriciébn sintética en estas (Tarigo, et al., 2004; Lopez, 2015;
Cavalcantre, 2019).

También Cavalcante y compafiia resaltan los efectos del uso de Supermagro en la
concentracion de macronutrientes como fosforo, en un cultivo de maracuya
(Cavalcante, Rodrigues, Diniz, Fernandes, do Nascimento y de Oliveira, 2011). Lo
anterior se debe a que cada componente del Supermagro juega un rol en la nutricién
de las plantas, aportando proteinas, energia, minerales y materia organica. Esto se
logra por la transformacion de dichos componentes mediada la actividad de los

microorganismos (Ruiz, 2013).

De acuerdo con lo anterior, la actividad de T1 sobre el crecimiento de las plantas a
lo largo de los primeros 15 dias, se puede deber a la presencia de microorganismos
solubilizadores de foésforo como podrian ser bacterias de tipo Bacillus o

Pseudomonas, como se observé en los resultados de determinacién de estos.

Estos organismos generan diferentes acidos organicos, conduciendo a la reduccion

del pH del suelo y favoreciendo la disolucién de los minerales fosféricos. También
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los componentes anionicos de los acidos organicos se intercambian por el fosfato
cuando este se encuentra quelado, liberandolo del aluminio o el hierro que impide
su solubilidad, y dejandolo disponible para el consumo por las plantas (Alfa, et al.,
2014; Patifio Torres, et al., 2014; Wang, et al, 2015).

El fosforo es un elemento determinante en el crecimiento y la division celular,
particularmente de las raices y los tejidos meristematicos de los pastos, ya que hace
parte de la composicion de los acidos nucleicos y los fosfolipidos. Ademas, es un
constituyente de los sistemas encargados de la obtencion, almacenamiento y
transferencia de energia (NADPH y ATP), y participa en la respiracion celular

mediante la fosforilacién oxidativa (Bernal y Espinoza, 2003; Fernandez, 2007).

Teniendo en cuenta que las raices de las plantas no son capaces de absorber
grandes cantidades de fosforo, es necesario que el sistema radicular se encuentre
ampliamente colonizado por bacterias promotoras de crecimiento vegetal, para

facilitar la absorcion de este elemento por parte de las plantas (Fernandez, 2007).

Esto de relaciona con lo expresado por Mayer y compafiia, es claro que la gran
diversidad de microbiota presente en el suelo, y sus complejas interacciones puede
influir en el establecimiento y desarrollo de los microorganismos presentes en los
bioles y, por lo tanto, sobre su actividad como fertilizante. Destacando el
desconocimiento de posibles efectos sinérgicos entre los organismos que
componen los biofertilizantes mixtos, y los organismos presentes en el suelo, y la
importancia de su estudio (Mayer et al., 2010; Cheng y Yingchun, 2013).

A su vez, es importante destacar lo asegurado por Mohammadi y compaiiia y Singh
y compafiia, quienes afirman que los biofertilizantes al contener organismos vivos
requieren de cuidados especiales durante su almacenamiento y aplicacién, ademas
de que su desempefio dependera del establecimiento de los microorganismos en el
sustrato y este, a su vez, depende de las condiciones Optimas de crecimiento de los

organismos, entre los que se incluyen la concentracion de oxigeno, la humedad, el
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pH y la temperatura, entre otros (Singh, Pandey y Singh., 2011; Mohammadi y
Sohrabi, 2012).

Asimismo, se podria intuir que la presencia de subproductos del metabolismo
microbiano como los acidos organicos pueden acumularse en el sistema, a tal punto
gue puede inhibir el crecimiento y establecimiento de la biota presente, asi como su
actividad benéfica en el ciclaje de nutrientes (Sarma, et al., 2013; Cavalcante, et al.,
2019).

Lo anterior, también podria explicar la diferencia determinada a partir de los
resultados obtenidos en el dia 15 y el dia 45, donde se evidencia un efecto negativo
en el crecimiento de las plantas tratadas con la aplicacion de esos bioles, teniendo

en cuenta que T6 es significativamente mayor a T1.

A su vez, es posible inferir que la concentracion de aplicacion de los biofertilizantes
fue inadecuada para evidenciar una actividad fertilizante sobre las plantas,
considerando lo expuesto por Rodrigues y compafiia, quienes indican que en los
biofertilizantes es posible la presencia de sustancias inhibitorias o toxicas,
demostrando que tras una Unica aplicacion del fertilizante Supermagro, a altas
concentraciones, se genero toxicidad y se evidenciaron sintomas de deficiencia de
nitrégeno, 70 dias después de la siembra de plantas de maracuya (Rodrigues, et
al., 2009).

Al mismo tiempo Carhuancho y compafiia, mencionan la presencia de sustancias
fitotoxicas en altas concentraciones en fertilizantes liquidos a base de gallinaza, lo
qgue, sumado a valores de pH bajos, limita la absorcién de determinados nutrientes

por la planta (Carhuancho, et al., 2015).
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Efecto de los bioles sobre el nlmero de macollas

El seguimiento del nUmero de macollas en las plantas de Brachiaria decumbens cv.
Basilisk, fertilizadas con los bioles obtenidos y sus respectivos controles, que se

realiz6 durante 45 dias se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Seguimiento del numero de macollas de las plantas de Brachiaria decumbens
cv. Basilisk, fertilizadas con los bioles obtenidos y sus respectivos controles. T1: 100%
Bovinaza, T2: 100% Gallinaza, T3: 50/50 Gallinaza-Bovinaza, T4: 30/70 Gallinaza-
Bovinaza, 5: 70/30 Gallinaza-Bovinaza, T6: producto comercial y T7: agua.

A lo largo del periodo de tiempo evaluado, el numero de macollas en todos los
tratamientos fue similar, encontrandose entre 1 y 2 unidades, por lo que no se
encuentran diferencias significativas entre los tratamientos con relacion a esta

variable.

En la Figura 19 se presenta el andlisis de varianza para el nUumero de macollas, y la

significancia estadistica para cada uno de los tratamientos evaluados.
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Tabla ANOVA para No. macollas por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos  [0.517143 6 |0.0861905 0.42 0.8574
Intra grupos  [4.31 21 ]0,205238

Total (Corr.) |4.82714 27

Figura 19. Analisis de varianza para el nUmero de macollas del dia 45 de seguimiento al
crecimiento de las plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, fertilizadas con los bioles
obtenidos y sus respectivos controles.

De acuerdo con el ANAVA, con un R? que explica el 91,19% de la variabilidad del
namero de macollas, como resultado de la fertilizacion del pasto B. decumbens, los
tratamientos evaluados no tuvieron influencia estadisticamente significativa

(p>0,05) sobre el crecimiento de la planta.

La figura 20 presenta la prueba de multiples rangos para el nimero de macollas en
los diferentes tratamientos. Se puede observar que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en el desarrollo de macollas correspondientes a los
tratamientos fertilizados con los bioles obtenidos (T1 a T5), a la fertilizacion

comercial (T6), ni al riego exclusivamente con agua.
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Figura 20. Gréfico de caja y bigotes para visualizar la significancia en la diferencia entre
tratamientos, para la altura del tallo del dia 45 de seguimiento. Sobre el crecimiento de las
plantas de Brachiaria decumbens cv. Basilisk, fertilizadas con los bioles obtenidos y sus
respectivos controles.

Segun De Souza, y de acuerdo con el desarrollo del meristema apical de Brachiaria
decumbens c.v. Basilisk, se pueden definir seis fases de desarrollo: la primera es la
fase vegetativa, en la que se evidencia un gran crecimiento de los tejidos, una alta
tasa de respiracion celular, y la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos. La
segunda, es la fase de transicion entre el desarrollo vegetativo y reproductivo, donde
inicia la maduracién de los tejidos, por lo que los procesos metabdlicos ocurren
considerablemente mas lento y son mas uniformes. Esta fase se denomina de
iniciacidon del racimo y ocurre 10 a 15 dias después de la emergencia del tallo.

Posteriormente, ocurren las fases de iniciacion de la espiga (dia 21 después de la
emergencia del tallo), fase de diferenciacion de la espiga (dia 26 después de la
emergencia del tallo), fase de inflorescencia (dia 59 después de la emergencia del

tallo), y fase de maduracion de la semilla (De Souza, 1995).
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A su vez, Villalobos y WingChing indican que, en el caso de los pastos, es comdn
encontrar un punto de compensacioén por sucesion en la aparicion de una hoja
nueva y la senescencia o muerte de una hoja madura, lo que conlleva a la
acumulacion de hojas que corresponde a estructuras de la planta senescentes. Por
lo anterior, es posible relacionar la generacién de macollas, directamente con el
crecimiento de la planta (Simoni, Hoffmann, Junior, Jonason, Gomes, Fernandes,
Botin y Cordeiro de Paula, 2014, Villalobos y WingChing, 2019).

A su vez Colabelli y colaboradores indican que, a pesar de que la formacién de las
macollas ocurre desde la aparicion de la 3 a 5 hoja, esta puede verse influenciada
por diferentes factores tanto nutritivos como climéticos. Por ejemplo, la aparicién de
macollas se ve fuertemente estimulada por una fertilizacion, principalmente
nitrogenada; mientras que la generacion de macollas se restringe a causa de una
deficiencia hidrica en las plantas, asi como por una reduccién en la capacidad de
captacion de luz por la planta, debido a una cubierta vegetal muy densa lo que inhibe
la formacién de hojas y la elongacion de la planta, procesos directamente
relacionados con la formacion de macollas (Colabelli, Agnusdei, Mazzanti y
Labreveux, 1998).

Sin embargo, la nutricién, el riego y las variables climéaticas posiblemente no
influyeron en el desarrollo de macollas en el presente trabajo, puesto que la
fertilizacion con los bioles obtenidos, no dista con la que ofrece el producto
comercial; y a su vez estas no difieren de los resultados del riego exclusivo con

agua.
Lo anterior indica que, para esta investigacion, el numero de macollas no fue un

factor determinante que pudiese evidenciar el efecto de la actividad fertilizante de

los bioles obtenidos.
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CONCLUSIONES

El seguimiento del pH en la fermentacion anaerobia realizada en esta
investigacion evidencié un comportamiento acorde a la dindmica metabdlica
de este tipo de procesos, al permanecer en un rango entre 5y 7 unidades de
pH.

El seguimiento de la temperatura en la fermentacion anaerobia realizada en
esta investigacion evidencio la degradacion de la materia organica que
componia los sustratos, la cual probablemente esta mediada por la actividad
hidrolitica y enzimatica de microorganismos presentes en las respectivas

formulaciones.

En el presente trabajo, se determind la presencia de bacterias solubilizadores
de fosforo y bacterias con actividad amilolitica, evidenciando la presencia de
estos microorganismos benéficos del suelo, durante el proceso de sintesis

de un biofertilizante.

Fue posible determinar la presencia de bacterias entéricas presuntivamente
patégenas de humanos y animales al comienzo de las fermentaciones, y su
posterior ausencia al finalizar estos procesos. Lo que sefiala que el proceso
fermentativo regula la carga microbiolégica indeseable que puede

representar un riesgo en estos productos.

En el presente trabajo, los bioles obtenidos tras las fermentaciones, no
presentaron un efecto fertilizante sobre el crecimiento y desarrollo de
Brachiaria decumbens cv. Basilik, en comparacion con la fertilizacién con el

fertilizante comercial y el riego exclusivamente con agua.

La fertilizacion con la formulacibn compuesta por bovinaza como uUnico

sustrato, fue el dnico tratamiento donde se evidencié presencia de
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organismos solubilizadores de fésforo, e indicé un mayor crecimiento vegetal
para el dia 15 después de la siembra, lo que significa que probablemente
hubo mineralizacién de las fuentes fosféricas presentes, lo que puede
favorecer el desarrollo radicular y posterior crecimiento de las plantas,

durante el primer estadio de la planta.

De acuerdo con los resultados observados en el presente trabajo se puede
concluir que, el desarrollo de los diferentes grupos de microorganismos de
interés agricola es indispensable para que los bioles presenten una

capacidad fertilizante de plantas.
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RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar un control sobre la temperatura del proceso, con el
fin de asegurar valores cercanos a los 6ptimos reportados en la literatura, y

asi lograr un proceso de fermentaciéon mas eficiente.

Para futuros trabajos se recomienda realizar un seguimiento microbiolégico
mas constante durante las fermentaciones, por ejemplo, cada vez que se
alimenta el sistema. A su vez, se sugiere realizar el recuento microbiano, asi
como realizar los aislamientos en cajas de Petri individuales, es decir, un

aislamiento por caja.

Para trabajos futuros, en los que se analice la actividad de biofertilizantes, es
recomendable que esta evaluacion ocurra durante periodos de tiempo muy
extensos, permitiendo asi el establecimiento de la microbiota inoculada en el
sustrato. A su vez, se recomienda realizar un seguimiento del proceso de

transformacién del sustrato, antes y después de la fermentacion.

Para dar continuidad al entendimiento de la actividad de los biofertilizantes
evaluados en el presente trabajo, es recomendable analizar la actividad en

plantas establecidas en un sustrato diferente a la turba.
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