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Resumen

El estudio se centr6 en aislar y caracterizar bacterias de biofertilizantes producidos por
fermentadores artesanales para evaluar su composicion microbiana y su potencial para promover el
crecimiento de las plantas. Se analizaron muestras de San Marcos, San Juan Comalapa y San Pedro
Sacatepéquez para determinar el pH, la concentracion bacteriana y la diversidad. Los recuentos
bacterianos oscilaron entre 10% 10! UFC/mL, cumpliendo con el umbral recomendado para
biofertilizantes efectivos. Sin embargo, se observo una baja diversidad microbiana, ya que la mayoria de
las muestras so6lo contenian una o dos cepas bacterianas, probablemente debido a las interacciones
competitivas y al antagonismo entre microorganismos. La caracterizacion bioquimica y molecular
identific6 Bacillus y Pseudomonas como géneros dominantes, conocidos por su solubilizacion de fosfatos
y produccién de fitohormonas. Entre los aislados claves se encontraban Bacillus siamensis, B. pumilus y
B. altitudinis, que demostraron importantes rasgos promotores del crecimiento. Las diferencias en la
composicion bacteriana se atribuyeron al pH y al tipo de suelo de las regiones. El pH acido (3.4-5.3) limito
la diversidad microbiana, favoreciendo a las especies tolerantes al acido. A pesar de ello, las cepas aisladas
mostraron rasgos metabdlicos notables, formando una coleccion de cultivos con potencial para
aplicaciones agricolas. Esta investigacion muestra la necesidad de optimizar las condiciones de
fermentacion para aumentar la diversidad microbiana y la eficacia de los biofertilizantes, ofreciendo
valiosas perspectivas para la agricultura sostenible y la mejora de la salud del suelo.
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Abstract

The study focused on isolating and characterizing bacteria from biofertilizers produced by artisanal
fermenters to evaluate their microbial composition and their potential to promote plant growth. Samples
from San Marcos, San Juan Comalapa and San Pedro Sacatepéquez were analyzed for pH, bacterial
concentration and diversity. Bacterial counts ranged between 10° and 10'°CFU/mL, meeting the
recommended threshold for effective biofertilizers. However, low microbial diversity was observed, as
most samples contained only one or two bacterial strains, probably due to competitive interactions and
antagonism between microorganisms. Biochemical and molecular characterization identified Bacillus and
Pseudomonas as dominant genera, known for their phosphate solubilization and phytohormone
production. Key isolates included Bacillus siamensis, B. pumilus and B. altitudinis, which demonstrated
important growth-promoting traits. Differences in bacterial composition were attributed to the pH and soil
type of the regions. Acidic pH (3.4-5.3) limited microbial diversity, favoring acid-tolerant species. Despite
this, the isolated strains showed remarkable metabolic traits, forming a collection of cultures with potential
for agricultural applications. This research shows the need to optimize fermentation conditions to increase
microbial diversity and biofertilizer efficacy, offering valuable insights for sustainable agriculture and
improved soil health.



I.Introduccién

Guatemala, gracias a su estratégica ubicacion y clima favorable, se ha consolidado como un pais
donde la agricultura desempefia un papel fundamental en la economia y el sustento de su poblacion. Este
sector no solo es la actividad econémica con mayor porcentaje de poblacion involucrada (29.20% en
2021), sino que también contribuye significativamente al Producto Interno Bruto (PIB), generando
62,493.52 millones de quetzales en dicho afio. Sin embargo, el crecimiento poblacional proyectado para
2025, que alcanzara los 20 millones de habitantes, plantea desafios importantes en la produccion de
alimentos, agravados por los impactos negativos del cambio climatico, como el aumento de temperaturas.

Tradicionalmente, la agricultura guatemalteca ha dependido del uso de fertilizantes quimicos para
mejorar los rendimientos, lo que ha generado problemas ambientales, como la contaminaciéon de suelos
y cuerpos de agua, ademas de mayores costos de produccion. En respuesta a estos desafios, se han
comenzado a implementar métodos sostenibles, como la agricultura organica y el uso de biofertilizantes,
alternativas que aprovechan microorganismos benéficos para mejorar la fertilidad del suelo y reducir el
impacto ambiental. Las biofabricas, por su parte, han surgido como una solucién innovadora,
transformando residuos agricolas en productos de valor anadido, promoviendo asi una agricultura
sostenible y ofreciendo oportunidades econémicas para las comunidades locales.

La agricultura en Guatemala enfrenta el reto de encontrar un equilibrio entre satisfacer las crecientes
demandas alimentarias y preservar los recursos naturales, adoptando estrategias sostenibles que aseguren
la calidad del suelo y el bienestar de las futuras generaciones.



I1. Antecedentes

A. Agricultura en Guatemala

La ubicacién de Guatemala y el clima permiten que se puedan desarrollar actividades agricolas para
subsistencia campesina, comercio nacional y exportaciéon (Turcios Lara, 2020). En el afio 2021 la
actividad econdomica con mas porcentaje de poblacion ocupada fue la agricultura con el 29.20% de la
poblacién, también la actividad agricola genera la mayor cantidad de Producto Interno Bruto (PIB), en el

2021 este sector generd 62,493.52 millones de quetzales a precios corrientes (Agro En Cifras | Sistema
de Informacion de Mercados - MAGA/Guatemala, 2021).

Para el ano 2025 se espera que la poblacion crezca a 20 millones de habitantes, esto genera una presion
en aumentar la productividad de produccion de alimentos. También el cambio climatico generara
impactos negativos como temperaturas mas altas, por lo que se requeriran estrategias para satisfacer esta
necesidad. En Guatemala predominan los métodos tradicionales de fertilizacion para mejorar la
produccion de alimentos. No obstante, la agricultura orgdnica empieza a utilizarse en algunos cultivos, la
mayoria siendo para exportacion como el café y el de las verduras (ICEX Espafa, Exportacion e
Inversiones, 2018).

B. Uso de fertilizantes

Los fertilizantes son insumos esenciales para aumentar el rendimiento de los cultivos porque proveen
a los cultivos con nutrientes que estan limitados en el suelo. La eficiencia de los fertilizantes y la respuesta
de los rendimientos en un suelo particular se puede realizar agregando diferentes cantidades de
fertilizantes en parcelas, midiendo y comparando los rendimientos de los cultivos consecuentemente (De
Agricultura y Desarrollo Rural, 2021). Se llevé a cabo un estudio realizado por la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) en las fincas de los agricultores bajo el
primer Programa de Fertilizantes, que cubri6 un periodo de 25 afios en 40 paises, en el estudio se mostrd
que el aumento promedio ponderado del mejor tratamiento de fertilizantes para ensayos de trigo era

alrededor del 60 por ciento (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) [FAO], 2019).

C. Fertilizantes quimicos

Durante afios se han utilizado fertilizantes quimicos porque aumentan la productividad de los cultivos.
En el periodo 2018/2019 se utilizaron 181.9 millones de toneladas de fertilizante quimico a nivel mundial
(Gonzalez Ulibarry, 2018). La agricultura convencional en Guatemala incluye el uso de cantidades altas
de fertilizantes quimicos y muchas veces esas cantidades no son necesarias, esto ha provocado mayores
costos de produccion, contaminacion de suelos y agua por nutrientes muy dindmicos como el nitrogeno,
que causa desbalances nutrimentales en el suelo.

Uno de los principales nutrientes de los fertilizantes es el fosforo y potasio, estos son bastante estables
en el suelo, sin embargo; su aplicacion ha provocado que estos nutrientes se acumulen en el suelo. Por
otra parte, haber utilizado durante muchos anos la fertilizacion quimica en los sistemas agropecuarios
convencionales, ha inducido al desgaste progresivo de la materia organica nativa del suelo y al deterioro
de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del mismo (/nstituto de Ciencia y Tecnologia ICTA, s.
f.-b). Estos generan efectos negativos en el medio ambiente como la eutrofizacion, toxicidad del agua,



contaminacion de aguas subterraneas, contaminacion del aire, degradacion del suelo y de los ecosistemas,
desequilibrios biologicos y reduccion de la biodiversidad (Gonzélez Ulibarry, 2018).

En Guatemala el uso de los fertilizantes quimicos ha generado efectos negativos especialmente en los
cuerpos de agua. En un estudio realizado por la Unidad de Cuencas Hidrograficas del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacién (Maga) se determind que las principales causas de contaminacion
del Lago de Atitlan son la desembocadura de drenajes en los rios y en la cuenca del lago, asi como residuos
de fertilizantes quimicos que son arrastrados por las lluvias (Bolanos, 2017).

D. Biofertilizantes

Dada esta razdn se estan empezando a utilizar biofertilizantes. Estos son formulados utilizando varios
microorganismos presentes en el suelo que ayudan a aumentar la disponibilidad de nutrientes para las
plantas (Los Biofertilizantes En la Agricultura | Intagri S.C., s. f.). Los biofertilizantes se pueden dividir
en 3 grupos:

e Fijadores de nitrogeno: utilizan microorganismos que tienen la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico.
o Solubilizadores de fosfato: utilizan microorganismos que transforman fosfato insoluble a soluble
para facilitar la absorcion por parte de la planta
e Promotores del crecimiento: utilizan microorganismos que tienen la capacidad de producir y
liberar hormonas que regulan el crecimiento de las plantas.
(Moreno et al., 2022)

Estos en comparacion con los fertilizantes quimicos promueven una agricultura sostenible porque se
aprovechan las bacterias benéficas presentes en el suelo. Al aprovechar estas bacterias se puede aumentar
la absorcion de nutrientes de las plantas y reducir la erosion del suelo (Beltran-Pineda, 2022). Es por esto
que es necesario identificar qué bacterias son benéficas y se pueden usar en bio fertilizantes.

E. Biofabricas

En Guatemala existen las biofabricas, unidades de produccion de insumos agroecologicos como
biofermentos, biofertilizantes con minerales o microorganismos, biofungicidas entre otros (Admin,
2021). Estas promueven una agricultura sostenible porque aprovechan los residuos agricolas, forestales
y alimentarios para convertirlos en productos de valor afadido; no intervienen en la capacidad del suelo
de autorregularse porque se mantiene una incorporacion de materia organica obtenida del mismo lugar
(Fundebase, 2022). A parte de generar agricultura sostenible también es una oportunidad de negocios
para los miembros de las comunidades porque se crea un modelo de microempresa, donde se aprovechan
los recursos locales para beneficio de la misma comunidad (Pérez, 2023).



III. Justificacion

La agricultura en Guatemala tiene un rol muy importante, pues es un sector clave en la economia del
pais. Esta contribuye al Producto Interno Bruto (PIB) y muchas de las comunidades rurales guatemaltecas
dependen de la agricultura para tener un sustento econdémico (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Alimentacion [MAGA], 2019). En el afio 2020, el PIB ascendid a la cantidad de 78.567 millones de
dolares; de los cuales, el 10.8% fue contribucion del sector agricola (ICEX Espafia, Exportacion e
Inversiones, 2018). En las ultimas décadas, la poblacion mundial ha experimentado un aumento
significativo, lo que ha llevado a una mayor demanda de alimentos y, por ende, a un aumento en la
produccion agricola (Martinez, 2022). Para satisfacer esta necesidad creciente, la agricultura se ha
intensificado creando impactos positivos y negativos.

Por un lado, los avances en la tecnologia agricola han permitido aumentar la productividad de las
tierras, usando fertilizantes quimicos, pesticidas y maquinaria mas eficientes. Esto ha llevado a un
aumento en la produccion de alimentos, lo que ha sido fundamental para alimentar la demanda de la
poblacion mundial (Florez-Jalixto et al., 2021). Sin embargo, este aumento en la intensificacion agricola
también ha tenido consecuencias negativas para el suelo. El uso excesivo de fertilizantes y pesticidas
causa degradacion del suelo y la contaminacion del agua (Chavez et al., 2020). Es importante tener en
cuenta el impacto negativo del uso excesivo de fertilizantes quimicos en el rendimiento del suelo. Es
necesario encontrar un equilibrio que permita satisfacer las necesidades alimentarias de la poblacion
actual sin comprometer la calidad del suelo.

El uso de biofertilizantes en los ultimos afios ha aumentado porque no solo aumenta la produccion del
cultivo sino también promueve una agricultura sostenible (Pérez, 2023). Al conocer los microorganismos
presentes en el biofertilizante, es posible evaluar la compatibilidad del biofertilizante con otros productos
agricolas, como pesticidas, fungicidas o fertilizantes quimicos, y disefiar estrategias de aplicacion que
maximicen su efectividad (Fundebase, 2022). El uso de biofertilizantes tiene algunas ventajas. Al inicio
puede que el costo sea mas alto que los fertilizantes quimicos, pero los precios se reducen a largo plazo.
También mejoran la estructura del suelo disminuyendo la necesidad de utilizar fertilizantes quimicos y al
aumentar la disponibilidad de nutrientes en el suelo la productividad agricola aumenta, generando
mayores ingresos a los agricultores (Beltran- Pineda, 2022).

En las biofdbricas crean el biofertilizante, sin embargo; no saben qué microorganismos estan
utilizando y entender qué microorganismos contribuyen a la actividad biologica beneficiosa del
biofertilizante puede ayudar a optimizar los procesos de produccion y mejorar la calidad del producto
final.

La investigacion se llevara a cabo junto con el Centro de Estudios Agricolas y Alimentarios (CEAA),
Centro de Procesos Industriales (CPI) y el Instituto de Investigaciones Universidad del Valle de
Guatemala. Las muestras de biofertilizante serdn brindadas por el Programa de Consorcios Regionales de
Investigacion Agricola (CRIA) del Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA).



IV.Objetivos

A. General
Aislar y caracterizar bacterias presentes en biofertilizantes desarrollados por fermentadores
artesanales, para conocer la composicion bacteriana de los productos.

B. Especificos
o Identificar las bacterias presentes en muestras de biofertilizantes de biofabricas mediante técnicas
bioquimicas que permitan identificar bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

e Generar un cepario de bacterias con caracteristicas metabdlicas asociadas a la promocion del
crecimiento vegetal, identificadas mediante PCR 16S y secuenciacion.

e Realizar una comparacién de la composicion microbioldgica entre las formulaciones de las
biofabricas.



V.Hipotesis
Hipotesis nula:
La composicion bacteriana de los biofertilizantes desarrollados por biofabricas no varia entre

las diferentes formulaciones, y no se reflejan diferencias en la capacidad de promover el crecimiento
vegetal.

Hipotesis alterna:

La composicion bacteriana de los biofertilizantes desarrollados por biofabricas varia entre las
diferentes formulaciones, lo que se refleja en diferencias en la capacidad de promover el crecimiento
vegetal.



VI. Marco tedrico

A. El suelo

El suelo es la base para lograr cualquier actividad agricola sostenible. Una agricultura sostenible es un
conjunto de estrategias ecoldgicas renovadas que tienen como finalidad la preservacion del medio
ambiente como reducir los contaminantes ambientales y asi poder maximizar la calidad agricola (Garcia,
2023). El suelo es el habitat mas diverso y complejo y esta formado por millones de hongos, miles de
millones de bacterias y otros macroorganismos. Los microorganismos presentes en el suelo desempefian
un papel importante en el ciclo de los nutrientes y protegen a las plantas de los efectos nocivos del estrés
abidtico y biodtico (Sokol et al., 2022). Para el afio 2050 se espera que la poblacion mundial alcance los
9.7 billones de personas (United Nations Department of Economic and Social Affairs, 2019), por lo que
se estan buscando metodologias para mantener la salud de los agroecosistemas, evitando el uso excesivo
de insumos quimicos y preservando los escasos suministros de agua (Tivedi et al., 2021).

Aumentar de manera sostenible la seguridad alimentaria, mejorar la resiliencia de los cultivos ante el
estrés bidtico y abidtico y reducir la huella de carbono de la agricultura requiere de innovaciones sin
precedentes provenientes de diferentes disciplinas para superar los desafios que se pueden presentar. Un
enfoque prometedor es aprovechar el conocimiento de los microbiomas para beneficio de los sistemas
agricolas. Los microbiomas desempefian roles fundamentales en la salud de los cultivos, ya que pueden
influir en la nutricion de las plantas, la proteccion contra enfermedades y el manejo del estrés ambiental.
Ademas, al integrar el conocimiento sobre los microbiomas con practicas agricolas sostenibles, se pueden
crear sistemas agricolas mas resilientes y sostenibles (Tivedi et al.,2021).

Durante las Ultimas dos décadas se ha empezado a utilizar el término biofertilizante. Estos son
productos que en su formulacion contienen microorganismos vivos o latentes que ayudan a fijar nitrogeno
atmosférico o solubilizadores de nutrientes del suelo, ademés de la secrecion de sustancias promotoras
del crecimiento para mejorar el crecimiento y el rendimiento de los cultivos (Basu et al., 2021). Los
biofertilizantes se han utilizado como alternativa para aumentar la fertilidad del suelo y la produccion de
los cultivos, manteniendo una agricultura sostenible (Pedraza et al., 2019).

B.Microbioma del suelo

El microbioma del suelo es el conjunto de todos los microorganismos que estan presentes en €l; esto
incluye hongos, bacterias, actinomicetos y protozoos. Todos estos microorganismos tienen un papel
fundamental en los procesos biogeoquimicos de la materia siendo los responsables de toda la degradacion
de la materia organica muerta. Estos microorganismos forman un complejo entramado de interacciones
que son fundamentales para la salud y la fertilidad del suelo. Entender la diversidad y la funcion de estos
microorganismos en el suelo es crucial para desarrollar practicas agricolas sostenibles que promuevan la
salud del suelo y la productividad de los cultivos (Garcia, 2023).

Una variedad de factores biodticos y abidticos, incluida la abundancia de depredadores microbianos
como protistas o nematodos y la cantidad de carbono disponible, pueden influir en la cantidad y variedad
de microorganismos encontrados en un suelo en un momento dado. A escala global, la disponibilidad de
humedad del suelo es el mejor predictor de la biomasa microbiana total del suelo. Los ecosistemas que
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son mas humedos como bosques tropicales generalmente contienen mayores cantidades de biomasa
microbiana permanente. Sin embargo, no todos los taxones microbianos son igualmente abundantes en el
suelo. Las bacterias y los hongos son generalmente los microorganismos dominantes que se encuentran
en el suelo (Fierer, 2017).

La diversidad del microbioma del suelo es un indicador biologico fundamental utilizado para evaluar
la salud de este, tiene un papel importante en el rendimiento de los cultivos y en su estado de salud. El
microbioma del suelo se ve afectado por factores ambientales como el pH, la calidad y cantidad de
carbono orgéanico, la humedad, la disponibilidad de nitrogeno y fosforo, la textura del suelo, la
temperatura, las especies, diversidad de plantas y cultivos (Wall 2021). EIl microbioma del suelo
determina la productividad de los agroecosistemas (Van Der Heijden et al., 2008). Una agricultura
sostenible depende de la salud del suelo y la diversidad de microbios, por lo que el uso de microbios
beneficiosos que mejoran la salud y la calidad de la planta y ayudan a reciclar los residuos de cultivos, lo
que también tiene menores efectos ambientales son practicas vitales para la produccion sostenible de
energia y alimentos (Sokol et al., 2022).

1. Importancia del microbioma en la agricultura

El microbioma, estd compuesto por una diversidad de microorganismos beneficiosos, esta involucrado
en una serie de procesos importantes, como la descomposicion de la materia organica, la fijacion de
nitrégeno, la solubilizacién de minerales, la proteccion de patdgenos y la promocion del crecimiento de
los cultivos (Basu et al., 2021). Se ha demostrado que el microbioma tiene una influencia en la salud,
fisiologia, absorcion de nutrientes y los mecanismos de defensa de las plantas (Garcia, 2023). Sin
embargo, los cultivos estan enfrentando desafios relacionados con el desequilibrio microbiano,
enfermedades del suelo y el uso de agroquimicos, que pueden afectar negativamente la diversidad de
microorganismos en el suelo (Yapa et al., 2022).

Cuando el microbioma del suelo se ve afectado, las plantas son mas susceptibles a enfermedades y a
tener un crecimiento deficiente afectando la produccion de los cultivos (Macik et al., 2020). La
conservacion de un ecosistema diverso en microorganismos es esencial debido a su mayor capacidad de
recuperacion. En este contexto, es fundamental promover el desarrollo del microbioma del suelo, pues
este es el principal medio de interaccion entre las plantas y los microorganismos (Garcia, 2023).

C.Biofertilizantes

El biofertilizante es un producto que contiene microorganismos vivos con propiedades beneficiosas
para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Las cepas microbianas utilizan varios mecanismos para
mejorar la absorcion de nutrientes, mejorar la fertilidad del suelo y aumentar el rendimiento de los
cultivos, como la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de potasio y fosforo, la excrecion de
fitohormonas, la produccion de sustancias que suprimen los fitopatdgenos, la proteccion de las plantas
contra el estrés abiotico y bidtico y la desintoxicacion de contaminantes subterraneos. Teniendo en cuenta
las crecientes necesidades de consumo en la tierra y los peligros que surgen del uso excesivo de
fertilizantes y pesticidas quimicos, se cree que los biofertilizantes son una alternativa prometedora y no
toxica a los agroquimicos sintéticos (Macik et al., 2020).



La funcion principal de la aplicacion de biofertilizantes es promover el crecimiento de las plantas sin
efectos secundarios nocivos para el medio ambiente y aumentar el rendimiento de las cosechas (Mishra
et al., 2013). Segun el estudio realizado por Schutz et al. (2018), la inoculacion con biofertilizantes
aumento el rendimiento de cultivos de banano en promedio en un 16.2% en comparacion con los controles
no inoculados. Para lograr aumentar el rendimiento de las cosechas el biofertilizante se debe de aplicar
en cantidades mayores para proporcionar a las plantas suficiente contenido de nutrientes, su efectividad
depende de las condiciones del suelo que prevalecen en la zona de aplicacion y los resultados de su accion
se notan después de un uso prolongado (Jangid et al., 2012).

La formulacion adecuada es uno de los factores clave para los biofertilizantes que contienen células
microbianas vivas y afecta la calidad del agente bioldgico. La formulacion se determina como un proceso
durante el cual la cepa microbiana seleccionada se unifica con el portador (Bargaz et al., 2018). El
producto formulado consta de un ingrediente activo establecido en un vehiculo adecuado, frecuentemente
con aditivos que son responsables de la estabilizacion y proteccion de los microorganismos durante el
almacenamiento y el transporte (Namasivayam et al., 2014). Una buena formulacion proporciona una
introduccion eficaz de microorganismos en el sitio objetivo y mejora su actividad para lograr los maximos
beneficios después de la inoculacion en la planta huésped (Macik et al., 2020).

1. Funciones de los microorganismos en los biofertilizantes y su importancia.

Los microorganismos presentes en los biofertilizantes emplean varios mecanismos para brindar
beneficios a las plantas de cultivo. Los biofertilizantes se podrian dividir en cinco grandes grupos
(Doroteo, 2018):

o Fijadores de nitrogeno: han utilizado los géneros Azotobacter, Rhizobium y Azospirillum en
biofertilizantes fijadores de nitrdgeno por su capacidad de fijar nitrogeno atmosférico y
suministrarlo a la planta. El nitrogeno es un elemento esencial en la planta porque esta involucrado
en la sintesis de proteinas y 4acidos nucleicos, produccion de clorofila, metabolismo de
carbohidratos y desarrollo de los tejidos de las plantas (Bautista & Martinez, 2020).

e Solubilizadores de fosfato: han utilizado los géneros Bacillus, Pseudomonas y Rhizobium en
biofertilizantes porque tienen la capacidad de solubilizar el fésforo presente en el suelo y
convertirlo a formas solubles como acido fosférico que es una forma mas facil para la planta de
absorber (Peoza, 2021). Esta transformacion de fosfatos insolubles a formas disponibles para las
plantas se obtiene por procesos de quelacion, reduccion de hierro, y produccion de acidos
organicos (Doroteo, 2018).

e Produccion de fitohormonas: estos son microorganismos que, durante su actividad metabdlica, son
capaces de producir y liberar sustancias reguladoras de crecimiento para las plantas, como el Acido
abscisico (ABA) hormona que regula la respuesta al estrés, como la tolerancia a la sequia (Doroteo,
2018).

e Solubilizadores de calcio: la mejor forma para que las bacterias puedan absorber el calcio es en
forma de cation (Ca?"). Las bacterias solubilizadoras de calcio se encargan de convertir cualquier
forma de calcio en catidon para mejorar la absorcion de este nutriente en las plantas (Ramos et al.,
2022).

e Produccion de sider6foros: los sideroforos son metabolitos secundarios que presentan alta afinidad
por el hierro. En el suelo el hierro se encuentra en baja disponibilidad; algunas bacterias como
Mycobacterium o Nocardia utilizan sideroforos para lograr la captacion de Fe** (Aguado et al.,
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2012). Los sideroforos son importantes en la promocién del crecimiento vegetal porque ayudan a
las plantas a obtener hierro de manera mas eficiente y también pueden tener efectos beneficiosos
directos en el crecimiento y la salud de las plantas (Ramos et al., 2022).

D. Biofabricas y produccion de biofertilizantes

1. Concepto y funciones de una biofabrica

Una biofabrica es un centro de produccion de insumos agroecoldgicos. Estos insumos incluyen
bioinsecticidas, biofungicidas, bionematicidas y biofertilizantes (Biofabrica - ASPROC, 2019). Estas
biofabricas son una oportunidad de crecimiento para los agricultores, porque con los insumos producidos
las cosechas mejoran y se usan de manera responsable los bienes naturales (ASOBAGRI, 2021). Esta
iniciativa brinda tecnologia a pequefia escala a los agricultores para mejorar la produccion de sus cultivos;
disminuyendo los costos de produccion y reduccion de uso de fertilizantes quimicos, asi se logra evitar
la degradacion del suelo y contaminar fuentes de agua dulce (Fundebase, 2022).

Una biofabrica puede producir desde insumos en pequefia escala para consumo propio, hasta insumos
de escala industrial para comercializacion. El tamano de la produccion va a depender de las necesidades
y objetivos de la unidad productiva. La falta de control de calidad en el proceso de produccion, transporte
y almacenamiento de bioinsumos afecta la calidad del inoculante. Para evitar que la calidad del insumo

se vea afectada se recomienda contar con personal capacitado en la produccion y manejo de éstos (Infante
et al., 2020).

El Gobierno de México tiene un proyecto llamado Sembrando Vida y como parte de este, le entregd
a Guatemala biofabricas y paquetes agricolas a 3189 beneficiarios de los departamentos de
Chimaltenango, El Progreso, Zacapa, Jutiapa y Jalapa. Este aporte representa uno de los tres componentes
de apoyo de este plan que busca potenciar la labor agricola en México y algunos paises de Centroamérica
y el Caribe. Con respecto a las biofabricas, estas consisten en una malla de metal, laminas y tambos, asi
como reactivos con los que se podran fabricar algunos bioinsumos. Con la ayuda de especialistas de otros
paises centroamericanos como Honduras y El Salvador, se capacité a los agricultores favorecidos sobre
la elaboracién de insumos organicos, como la produccion y uso de microorganismos de montafia, entre
otros. Hasta el momento, este proyecto beneficia a mas de 5300 guatemaltecos, de los cuales 4500 ya
reciben los aportes del programa en seis departamentos. Actualmente, esta estrategia también es
implementada en México, Honduras, Belice, El Salvador y Cuba (Pérez, 2023).

2. Microorganismos de montafia

Los microorganismos de montana (MM) son indculos microbianos con altas poblaciones
principalmente de hongos, bacterias y actinomicetos, que se encuentran naturalmente en el suelo. Estos
se encuentran en la capa superficial y organica de todo suelo de un ecosistema natural que no ha sido
intervenido. En promedio hay 80 especies de microorganismos, que pertenecen a cuatro grupos: bacterias,
fotosintéticos, actinomicetos, bacterias productoras de 4cido lactico y levaduras. Estos microorganismos
se encuentran en un ambiente natural, como en el suelo de montafias, bosques y lugares sombreados
donde en los ultimos tres afios no se han utilizado agroquimicos (Camacho et al., 2018).
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3. Proceso de produccion de biofertilizantes en biofabricas

Cada biofabrica tiene su propio protocolo especifico para la preparacion de estos productos, lo que
implica que los procedimientos pueden variar entre distintas instalaciones. En el caso particular de la
biofabrica Cielo verde en Colombia, el proceso se lleva a cabo de la siguiente manera:

Para preparar un biofertilizante en una biofdbrica, primero se realiza la colecta del suelo
(preferiblemente bosques y lugares con sombra) de los 10 primeros centimetros de profundidad del suelo.
La mejor temporada para realizar la recoleccion es en primavera ya que las condiciones ambientales como
humedad y temperatura son las adecuadas para la reproduccion de microorganismos. Después, se coloca
la muestra de suelo y afrecho de trigo en una lona al aire libre y se mezcla con una pala. Por otro lado, en
un recipiente de pléastico de 200 litros se mezcla un poco de azicar y agua hirviendo y los desechos
organicos, luego poco a poco se agrega la mezcla de suelo (aproximadamente 2 sacos) con afrecho de
trigo. Esta mezcla se apisona para que le salga todo el aire retenido, se tapa herméticamente y se guarda
en un lugar con sombra durante 30 dias (LA HUERTA DEL PROFE - CIELO VERDE, 2021).

Para realizar el biofertilizante liquido se agregan 8-10 kg de biofertilizante sélido (previamente
descrito) en una bolsa tipo malla y se introduce a un tambor de 200 litros con agua hirviendo y azucar. Se
tapa el tambor y es ideal utilizar una tapa con sistema de captura de gases (CO.). El tambor debe quedar
bajo sombra por unos 15 dias. Durante ese tiempo las comunidades de microorganismos se reproducen.
Pasados los 15 dias el biofertilizante ya esta listo para usar y se puede aplicar en el campo (LA HUERTA
DEL PROFE - CIELO VERDE, 2021).

4. Ventajas de utilizar biofertilizantes producidos en bioféabricas.

Utilizar biofertilizantes permite aprovechar los residuos organicos y su produccion consume menos
energia que la formulacidén de un fertilizante quimico (Medina et al., 2021). En términos econdmicos
también representan una gran ventaja competitiva porque crearlos solamente cuesta el 10% de lo que un
fertilizante quimico cuesta (Gobierno de México, 2019). La instalacion de la biofabrica es una
oportunidad de negocio para los agricultores, porque se genera un modelo de microempresa comunitaria
para la venta de los biofermentos, en el cual se aprovechan los recursos locales, en beneficio de las propias
comunidades (FUNDEBASE, 2022).

E. Factores bioticos y abidticos que influyen en la formulacion de los

biofertilizantes

En las biofabricas crean el biofertilizante, sin embargo; no saben qué microorganismos estan
utilizando y entender qué microorganismos contribuyen a la actividad biologica beneficiosa del
biofertilizante puede ayudar a optimizar los procesos de produccion y mejorar la calidad del producto
final. Los microorganismos en el biofertilizante interactuan entre si y esta interaccion puede potenciar la
eficacia del biofertilizante o disminuirla. Las interacciones mas comunes son:

e Competencia: los microorganismos compiten por recursos como nutrientes y esto influye en la
composicion del microbioma y puede disminuir la eficacia del biofertilizante (Raimi et al., 2020).
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o Sinergia: los microorganismos pueden interactuar de forma sinérgica, esto quiere decir que juntos
tienen una mejor eficacia en comparacion de estar de forma individual (Raimi et al., 2020).

e Antagonismo: algunos microorganismos pueden inhibir a otros. Esta interaccion afecta de manera
negativa la eficacia del insumo (Pirttild et al., 2021)

Existen varios factores que afectan la composicion de los microorganismos en los biofertilizantes. El
factor que mas afecta la composicion es el proceso de fermentacion. Las condiciones en las que ocurre

este proceso como el pH, la temperatura influye en los microorganismos que van a estar presentes
(Martinez, 2024).

o Fermentacion: la fermentacion es un proceso crucial en la produccion de biofertilizantes, ya que
es durante este proceso que los microorganismos presentes en el biofertilizante comienzan a
descomponer la materia organica y liberar nutrientes. Una fermentacion adecuada puede aumentar
la disponibilidad de nutrientes y mejorar la actividad microbiana del biofertilizante. Por otro lado,
una fermentacion inadecuada o incompleta puede resultar en un producto final con una menor
concentracion de nutrientes y una actividad microbiana reducida, lo que afectaria negativamente
su calidad (Sanchez et al., 2022).

o pH: el pH del biofertilizante puede tener un impacto significativo en su eficacia. La mayoria de
los microorganismos beneficiosos en el suelo prefieren un pH ligeramente 4cido a neutro para
crecer y prosperar. Por lo tanto, es importante que el pH del biofertilizante esté dentro de este
rango para garantizar que los microorganismos puedan sobrevivir y ser efectivos una vez aplicados
al suelo. Un pH fuera de este rango puede inhibir el crecimiento microbiano y reducir la eficacia
del biofertilizante (Sanchez et al., 2022).

e Temperatura: la temperatura también juega un papel importante en la calidad del biofertilizante.
Las altas temperaturas pueden matar a los microorganismos beneficiosos presentes en el
biofertilizante, mientras que las temperaturas demasiado bajas pueden ralentizar su metabolismo
y reducir su actividad. Por lo tanto, es importante mantener el biofertilizante a una temperatura
adecuada durante su produccion y almacenamiento para preservar la viabilidad de los
microorganismos y mantener la calidad del producto final (Hernandez et al., 2023).

Las condiciones de almacenamiento también influyen en la composicion del microbioma. Si el
biofertilizante no es almacenado en las condiciones de humedad y temperatura adecuadas, causara pérdida
de viabilidad de los microorganismos y disminuira la eficacia del biofertilizante (Hernandez et al., 2023).
Es importante estudiar las interacciones microbianas antes de realizar el biofertilizante porque algunos
microorganismos pueden competir por recursos; mientras que la interaccion de otros promueve el
crecimiento mutuo (Hakeem et al., 2021).
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VII. Metodologia

A. Sitio de estudio

En este proyecto se incluyen los municipios de San Juan Comalapa, San Pedro Sacatepéquez y el
departamento de San Marcos. Esta investigacion fue llevada a cabo por el Centro de Estudios Agricolas
y Alimentarios, en el marco de un proyecto financiado por el Programa de Consorcios Regionales de
Investigacion Agricola (CRIA) del Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA).

B. Sujeto de estudio

El sujeto de estudio fueron los biofertilizantes fabricados en tres biofabricas artesanales.
C. Disefio, enfoque y tipo de investigacion

La presente investigacion es de cardcter exploratorio, con un disefio analitico y de corte transversal.
D. Tipo y tamafio de muestra

Se muestrearon diferentes biofertilizantes de tres diferentes biofdbricas de las regiones norte y
occidente de Guatemala.

E. Criterios de inclusion y exclusion

Se utilizaron 18 muestras de biofertilizantes de distintas biofabricas artesanales. Para analizar la
muestra de biofertilizante esta cumplio con los siguientes criterios:

- Biofertilizante liquido fabricado con microorganismos de montafia
- Biofertilizante formulado en biofabrica artesanal ubicada en la region norte u occidente del pais.

Criterios de exclusion:

- Biofertilizante s6lido fabricado con otro material que no sean microorganismos de montafia
- Biofertilizante que no sea formulado en biofébrica artesanal
- Biofertilizantes fabricados en otra region del pais que no sea la region norte u occidente del pais.
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F. Variables

Cuadro 1: Variables, definiciones y mediciones utilizadas en la investigacion sobre biofertilizantes
(Continuacioén en la siguiente pagina)

Variable Definicion Indicador Mediciones Instrumento | Definicion
conceptual de medicion | operacional
Bacterias Presencia de Crecimiento en Positivo para Medios de Identificar
promotoras del bacterias que | diferentes alguna de las cultivo caracteristicas
crecimiento presentan medios caracteristicas de las bacterias
caracteristicas | selectivos que de bacterias aisladas.
promotoras muestran la promotoras de
del caracteristica crecimiento
crecimiento deseada
Biofabrica Instalacion Produccion de Volumen de Medicién de Instalacion
donde se biofertilizantes produccion de la produccion | donde se
producen y otros biofertilizantes en toneladas o | producen
productos productos y otros litros productos
biologicos biologicos para productos biologicos para
para la la agricultura biologicos para la agricultura,
agricultura la agricultura como
biofertilizantes,
biopesticidas, y
otros productos
Bacterias Bacterias que | Indice de Positivo cuando | Medio NBRIP | Las bacterias
solubilizadoras pueden solubilizacion hay clarificacion solubilizadoras
de fosfato convertir el de fosfato en el agar de fosfato son
fosfato bacterias
inorganico en capaces de
una forma convertir el
soluble fosfato
inorganico
presente en el
suelo en una
forma soluble
que las plantas
pueden
absorber
Bacterias Bacterias que | Porcentaje de Positivo cuando | Medio Ntb Las bacterias
fijadoras de pueden nitrégeno las bacterias fijadoras de
nitrogeno convertir el atmosférico crecen nitrogeno son
nitrogeno fijado en formas | formando una bacterias
atmosférico utilizables por pelicula bajo la capaces de
en formas las plantas superficie del convertir el
que las medio nitrogeno
plantas atmosférico en
pueden formas que las
absorber plantas pueden

absorber
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Cuadro 1:

Variables, definiciones y mediciones utilizadas en la investigacion sobre biofertilizantes

(Continuacion)
Variable Definicion Indicador Mediciones Instrumento de Definicion
conceptual medicion operacional
Bacterias Bacterias que Indice de Positivo cuando | Medio Las bacterias
solubilizadoras | pueden convertir | solubilizaciéon de | hay presencia de | Pikovskaya solubilizadoras de
de calcio el calcio calcio halos calcio son
inorganico en una bacterias capaces
forma soluble de convertir el
calcio inorgénico
presente en el
suelo en una forma
soluble que las
plantas pueden
utilizar
Bacterias Bacterias que Produccion de ug o ng de espectrofotometro | Bacterias capaces
productoras de | producen fitohormonas fitohormonas para la de producir
fitohormonas hormonas producidas por determinacion de | hormonas
vegetales que unidad de fitohormonas vegetales que
promueven el tiempo producidas promueven el
crecimiento de crecimiento de las
las plantas plantas
pH Medida de la Valor numérico Las mediciones Potenciometro La medicion se
acidez o que se obtiene a de pH se llevara a cabo
basicidad deuna | partir de la realizaran en sumergiendo el
solucion, definida | medicion de la diferentes electrodo del
como el concentracion de | soluciones o potenciémetro en
logaritmo iones hidrégeno muestras para la solucion a
negativo de la en una solucion. determinar su analizar y
concentracion de | Este valor se acidez o registrando el
iones hidrégeno expresa en una alcalinidad. valor de pH
(H+) presentes en | escala de pH que mostrado en la
la solucion. vade 0 a 14. pantalla del
dispositivo.
G. Instrumentos de medicion
Cuadro 2: Instrumento de toma de dato para las pruebas bioquimicas
Codigo | Biofabrica | Fecha Sitio Tincion Prueba Prueba Produccion Prueba de Prueba de
de de donde de de fijacion solubilizacion de bacterias sider6foros
bacteria proviene colecta | colecta Gram de de fosfatos fitohormonas | solubilizadoras
el nitrégeno de calcio
producto

Para fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfato, solubilizadoras de calcio y sider6foros + serd tomado
como positivo y — como negativo
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H. Metodologia
1. Aislamiento de bacterias a partir de la muestra de biofertilizante (Paguay & Vasco, 2013)

Se prepararon diluciones seriadas hasta 107°, comenzando con 1 ml de la muestra y 9 ml de solucion
salina. Se inocularon 100 pl de las ultimas tres diluciones (10™* a 10°) en agar nutritivo y se incubaron a
30°C durante 24 horas. Se observaron las colonias en las placas inoculadas y se identificaron los diferentes
tipos coloniales basados en caracteristicas morfologicas (Figura 1; Vargas, 2014), y se realiz6é un conteo
de cada dilucion. Para obtener cultivos puros de las colonias seleccionadas, se utilizaron placas de agar
nutritivo, dependiendo del nimero de colonias recuperadas. Se realizdé una tincion de Gram, se
visualizaron las preparaciones en el microscopio y se anotaron los resultados. Posteriormente, se llevaron
a cabo pruebas bioquimicas.

Colonia entera: _ Borde:
Puntiforme : Completo
Circular ondiilaF A
Rizoide
Irregular SR

Filamentoso ﬂ;’(\,

Filamentoso |

Rizado ))
Superficie: Elevacién:
Suave, reluciente Departamento
- Elevado
Aspero Convexo -
Arrugado Pulvinate 4
Seco, polvoriento Umbonate  _q

FIGURA 1: MORFOLOGIA COLONIAL BACTERIANA

(Vargas, 2014)

2. Medicion de pH de los biofertilizantes (Beretta et al., 2014)

Se coloco un poco de biofertilizante en un recipiente limpio. Luego, se conectd el potenciometro a
una fuente de alimentacion y se encendio el dispositivo. Se calibré el potencidmetro utilizando soluciones
tampon con pH conocidos para asegurar la precision de la medicion. Posteriormente, se enjuagd el
electrodo del potenciometro con agua destilada y se secoé suavemente con un papel absorbente sin frotar.
Después de la calibracion, se sumergio el electrodo en el biofertilizante, asegurandose de que el electrodo
estuviera completamente sumergido pero sin tocar el fondo del recipiente. Se esperd a que la lectura se
estabilizara y se registro el valor de pH mostrado en la pantalla del potencidmetro. Finalmente, se enjuago
nuevamente el electrodo con agua destilada y se almaceno.
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3. Preparacion de medios especificos (Laboratorio de Proteccion Vegetal, s.f)
Los medios especificos se prepararon siguiendo las indicaciones:
Medio Pikovskaya

Reactivo 500ml unidad
Glucosa 5 g
Fosfato de calcio/ 1.25 g
fosfato
tricalcico
Carbonato de 1.25 g
calcio
Sulfato de amonio 0.25 g
Cloruro de sodio 0.05 g
Sulfato de 0.025 g
magnesio
heptahidratado
Cloruro de 0.10 g
potasio
Extracto de 0.25 g
levadura
Sulfato de 0.05 g
manganeso
Agar 10 g
pH: 7.0
Medio NBRIP
Reactivo 500ml unidad
Glucosa 5 g
Fosfato de calcio/ 1.25 g
fosfato
tricalcico
Cloruro de 1.25 g
magnesio
hexahidratdo
Sulfato de 0.25 g
magnesio
heptahidratado
Cloruro de 0.10 g
potasio
Sulfato de amonio 0.05 g
Agar 7.5 g
pH:7.0
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Medio NFB

Solucion de azul de bromotimol

0.5% en 0.2N KOH

Solucion de micronutrientes

Reactivo 500ml unidad
Acido malico 2.5 g
Fosfato dipotasico 0.25 g
Sulfato de 0.10 g
magnesio
heptahidratado
Cloruro de sodio 0.05 g
Cloruro de calcio 0.01 g
Solucion de 1 ml
micronutrientes
Solucion de azul 1 ml
de bromotimol
EDTA-Fe 2 ml
Solucién de 0.50 ml
vitaminas
Agar 7.5 g
pH: 5.5
Reactivo 100ml unidad
Sulfato de cobre 0.04 g
(ID)
pentahidratado
Sulfato de zinc 0.012 g
heptahidratado
Acido bérico 0.14 g
Molibdato de 0.1 g
sodio
dihidratado
Sulfato de 0.15 g
manganeso
(1)
monohidratado
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Solucion de vitaminas

Cantidad
Reactivo 100ml
Biotina 0.01g
Piridoxina HCI 0.02g

4. Pruebas bioquimicas (Paguay & Vasco, 2013)
Produccion de fitohormonas

Con un asa se tomaron las bacterias aisladas y se transfirieron a microtubos de 1.5 ml con solucién
salina, cultivindose durante 48 horas. Se prepar6 una serie de soluciones de 500 pl cada una, con el
reactivo comercial IAA diluido en metanol, en concentraciones de 0 a 50 pg/ml, con incrementos de 5
pg/ml. Se agregd 1 ml del reactivo de Tang y Bonner a cada uno de los tubos, se cerraron y se mezclaron
por inversion. Los tubos fueron incubados en oscuridad durante 15 minutos. Después de este tiempo, se
ley¢ la absorbancia de cada tubo a 530 nm. Se determiné la concentracion de IAA producida por cada
aislamiento utilizando la curva estandar preparada con el reactivo comercial.

Precaucion: El reactivo de Tang y Bonner contiene H>SO. al 30%, por lo que se agregd
cuidadosamente en una campana de extraccion de gases y utilizando guantes. Las puntas de pipeta,
cubetas de espectrofotometro y microtubos que entraron en contacto con el reactivo fueron neutralizados
con bicarbonato de sodio antes de su lavado o descarte.

Deteccion de bacterias fijadoras de nitrégeno:

Se tomo una caja Petri con medio NFB y se colocaron 3 discos de papel sobre el medio. A cada disco
se le agregaron 10 pl de la solucion con bacterias. La caja fue incubada durante 5 dias a 27°C, y conforme
pasaron los dias, las bacterias capaces de fijar nitrdgeno crecieron formando una pelicula bajo la
superficie del medio. Se repitid el proceso con la cantidad de bacterias que se habian aislado. En la figura
2 se puede visualizar la apariencia del medio cuando la bacteria es capaz de fijar nitrégeno.

FIGURA 2: BACTERIA FIJADORA DE NITROGENO
(PEREZ-CORDERO ET AL., 2014)
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Deteccion de bacterias solubilizadoras de fosfatos:

Se tomo una caja Petri con medio NBRIP y se colocaron 3 discos de papel sobre el medio. A cada
disco se le agregaron 10 pl de la solucién con bacterias. La caja fue incubada durante 5 dias a 27°C, y
con el paso de los dias, se observo si el agar presentaba clarificacion. La solubilizacion de fosfatos se
evidencio como una clarificacion en el agar, que paso de turbio a transparente, junto con un cambio en el
indicador de pH, de azul a amarillo. Se repiti6 el proceso con la cantidad de bacterias que se habian
aislado. En la figura 3 se puede visualizar la apariencia del medio cuando la bacteria es capaz de
solubilizar fosfato.

FIGURA 3: HALOS DE SOLUBILIZACION DE FOSFATO

(PEREZ-CORDERO ET AL., 2014)

Deteccion de bacterias solubilizadoras de calcio

Se tomd una caja Petri con medio Pikovskaya y se colocaron tres discos de papel sobre el medio. A
cada disco se le agregaron 10 ul de la solucion con bacterias. La caja fue incubada durante 5 dias a 27°C,
y con el paso de los dias, se midieron los halos de crecimiento. Se repiti6 el proceso con la cantidad de
bacterias que se habian aislado.

5. Extraccion de ADN bacteriano (Laboratorio de Proteccion Vegetal, s.f)

Se realiz6 la limpieza de la campana de flujo laminar destinada para trabajar con bacterias, siguiendo
el procedimiento LPV-PTE-1011 para la limpieza y desinfeccion de la campana. Luego de esperar 15
minutos, se apago la luz UV y se encendi6 el flujo de la campana para comenzar el trabajo. A
continuacion, se rotuld un tubo de 1.5 ml con el codigo de la muestra y la fecha de extraccion de ADN, y
se le afiadieron 400 ul de agua desmineralizada estéril. También se rotuld una caja Petri con AN,
incluyendo el codigo de la muestra, la fecha y la etiqueta "PCR", para preservar la colonia de la cual se
extraeria el ADN. Si era necesario, se dividio la caja Petri en varias secciones para preservar hasta cuatro
muestras diferentes. Se selecciond una colonia aislada de la caja Petri, que fue marcada con un circulo en
la parte inferior. El asa de punta fue esterilizada con el incinerador de asas y, tras esperar a que alcanzara
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una temperatura adecuada, se utilizo para picar la colonia seleccionada e inocular la caja Petri
previamente rotulada. Posteriormente, el asa fue esterilizada de nuevo y colocada en su soporte.

Se procedio a esterilizar un asa en argolla, también utilizando el incinerador de asas, y se espero hasta
que no dafiara las bacterias antes de tomar la colonia completa y transferirla al tubo con 400 ul de agua
desmineralizada estéril. La mezcla fue realizada con la misma asa o utilizando un vortex. Luego, el asa
en argolla fue nuevamente esterilizada y colocada en su soporte. El tubo fue centrifugado durante
aproximadamente 10 minutos para asegurar que todo el liquido bajara por las paredes del tubo.
Finalmente, el tubo se incubo a -20°C por 20 minutos.

6. Analisis por PCR 16s (Laboratorio de Proteccion Vegetal, s.f)

Para realizar la amplificacion del gen 16S rRNA mediante PCR, primero se extrajo el ADN gendémico
de las bacterias seleccionadas. Posteriormente, se prepard una mezcla de reaccion de PCR en un volumen
total de 26 pl, que incluy6 una mezcla de reaccion con las siguientes concentraciones iniciales: 10X de
buffer con MgClz, 200 uM de dNTPs, 10 uM de primer 27F, 10 uM de primer 1492R, 5 U/ul de Taq
polimerasa y ADN genomico en una concentracion variable segiin la muestra.

El programa en el termociclador fue el siguiente: El programa en el termociclador fue el siguiente:
comenzd con 94°C durante 3 minutos, luego siguid con 94°C durante 45 segundos, 50°C durante 60
segundos y 72°C durante 90 segundos. Estos pasos se repitieron un total de 35 veces. Después, se realizd
una etapa de 72°C durante 10 minutos, y finalmente se mantuvo a 4°C en modo HOLD.

Posteriormente, para visualizar el producto se utilizé un gel de agarosa 1.3%. Para ello se pesaron 0.4g
de agarosa y se disolvieron en 30ml de buffer. Se cargaron las muestras a gel y se dejo correr por 40
minutos a 85 voltios. Por ultimo, los productos de PCR se enviaron a Macrogen para realizar la
secuenciacion.

7. Cepas almacenadas a -80°C (Laboratorio de Proteccion Vegetal, s.f)

Se afiadi6 0.5 ml de caldo nutritivo para bacterias a un criotubo utilizando una micropipeta. Se
seleccionaron las bacterias de interés del cultivo puro. Se coloco el asa en aro en el incinerador o mechero
de alcohol hasta que estuvo estéril, se retird y se dejo enfriar. Se tomd una asada de la cepa a aislar, se
introdujo en el tubo con el caldo respectivo y se mezcld. Se cerrd el tubo y se llevo al vortex para
homogenizar. Se agregd 0.5 ml de glicerol estéril al criotubo y se mezcld por inversion. Se identificaron
las cepas con la especie, cultivo y muestra de origen, fecha de siembra e iniciales del analista. Finalmente,
se almacen¢ el criotubo con la cepa en un congelador a -80°C.
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VIII. Resultados

El Cuadro 2 presenta los resultados de las pruebas bioquimicas y tinciones de Gram de bacterias
aisladas de las muestras de biofertilizantes recolectadas de distintos sistemas de fermentacion artesanal,
conocidos como biofabricas. La tincion de Gram reveld6 una mayor prevalencia de bacterias
Grampositivas y con morfologia de bacilos. Los resultados de las pruebas bioquimicas confirmaron la
presencia de bacterias promotoras de crecimiento vegetal, porque producen fitohormonas, solubilizan
fosfatos y calcio; aunque no se observo ninguna con capacidad de fijar nitrégeno. Los rangos de halos de
solubilizacion de fosfato y calcio fueron de (0.7-2.1) y (0.6-1.5) milimetros respectivamente. Asimismo,
el pH de los biofertilizantes, que varié entre 3.40 y 5.3, puede influir en la composicion y actividad
microbiana. Finalmente, la concentracion bacteriana en cada biofertilizante se expresa en unidades
formadoras de colonias (UFC) por mililitro, proporcionando una vision integral de la diversidad
bacteriana y las caracteristicas fisicoquimicas segun el origen y condiciones de produccion.

Cuadro 2: Caracteristicas coloniales y resultados de pruebas bioquimicas (Continuacion en la siguiente
pagina)

Lugar de Muestra pH Desc de Tincion de Resultado de pruebas IAA Cantidad de
recoleccion la colonia Gram y especificas y su halo de (ng/mL) | bacterias en el
morfologia crecimiento (cm) biofertilizante

Pl P2 P3 P4 (UFC/mL)

Colonia
irregular,
Bio borde
Calc 5.33 lobulado, Bacilos + + + - 10.336 3.4x10°
io textura (1.4) | (0.7
lisay
brillante

Colonia
circular y

elevada,
Bio 4.85 borde Bacilos + + + - 10.034 7.4x10°
Bora entero, (1.2) | (0.9)

X textura
San Juan rugosay
Comalapa brillante

Colonia
irregular,
Bio borde
Magnesio 3.40 lobulado, | Bacilos+ - - - 10.146 1.0x10°
I textura
lisay
brillante

Colonia
circular y
Bio plana,
Magnesio 3.60 borde Bacilos - - - - 8.102 4.3x10°
I entero
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Cuadro 2: Caracteristicas coloniales y resultados de pruebas bioquimicas (Continuacion)

Lugar de
recoleccion

Muestra

pH

Desc de
la colonia

Tincion de
Gramy
morfologia

Resultado de pruebas
especificas y su halo de
crecimiento (cm)

IAA
(ng/mL)

P1

P2

P3

P4

Cantidad de
bacterias en el
biofertilizante

(UFC/mL)

San Juan
Comalapa

Bio
Silicio

4.68

Colonia
irregular,
borde
ondulado

Bacilos+

(0.9)

10.092

9.5%10°

Bio
Potasio

3.44

Colonia
irregular,
borde
lobulado,
textura
rugosa
sin brillo

Bacilos +

(1.5)

(0.9)

5.998

3.0x10°

Acidos
humicos

4.43

Colonia
circular y
plana,
borde
entero,
textura
lisay
brillante

Bacilos -

9.931

7.6%10°

Bio
Mineral

4.14

Colonia
filamento
sa,
textura
rugosay
sin brillo

Bacilos +

10.008

1.04x103

San Marcos

LPV-24-
1530 1

LPV-24-
15302

4.25

Colonia
circular,
borde
entero,
textura
lisa,
brillante
y elevada

Cocos +

7.674

2.7x10°

Colonia
circular,
borde
entero,
textura
lisa,
opacay
plana

Cocos -

10.983

4.9x10%
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Cuadro 2: Caracteristicas coloniales y resultados de pruebas bioquimicas (Continuacion)

Lugar de
recoleccion

Muestra

pH

Desc de
la colonia

Tincion de
Gramy
morfologia

Pruebas especificas y
halos de crecimiento

(cm)

IAA
(ng/mL)

P1

P2

P3

P4

Cantidad de
bacterias en el
biofertilizante

(UFC/mL)

San Pedro
Sacatepéquez

LPV-24-
1531

4.14

Colonia
circular,
borde
entero,
textura
lisay
opaca

Cocos -

(0.5)

10.536

6.9x10°

LPV-24-
15321

LPV-24-
15322

3.80

Colonia
circular,
borde
ondulado,
textura
lisay
brillante

Bacilos +

@.1)

10.327

7.9x10°

Colonia
irregular,
borde
lobulado

Bacilos +

(ofz)

9.865

8.0x10'°

LPV-24-
1533

4.10

Colonia
irregular,
borde
entero

Cocos -

(0.7)

(0.7)

8.098

9.5x1010

San Marcos

LPV-24-
1629

5.02

Colonia
irregular
borde
entero,
brillante,
lisa

Bacilos +

7.7x10°

LPV-24-
1630 1

LPV-24-
16302

4.67

Colonia
circular,
borde
entero,
opacay
verde

Bacilos -

(0.8)

7.967

8.3x10°

Colonia
con borde
entero,
brillante
y plana

Bacilos -

(0.9)

9.253

7.9x10°

LPV-24-
1631

4.91

Colonia
irregular,
borde
entero,
opaca

Bacilos +

3.098

6.3x10°

P1: Solubilizacion de calcio

P2: Solubilizacion de fosfatos
P3: Fijacion de nitrogeno

P4: Produccion de fitohormonas
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El cuadro 3 presenta los resultados de la caracterizacion e identificacion molecular (16S) de las
bacterias aisladas de muestras de biofertilizantes recolectados en distintas biofabricas. En total, se
analizaron 16 biofertilizantes, y de cada uno se aislé 1 bacteria a excepcion de las muestras LPV-24-1530
y LPV-24-1532 y LPV-24-1630 donde se aislaron 2 bacterias. Cada biofertilizante muestra variaciones
en la diversidad bacteriana, informacion con la cual se realizo el cepario y la comparacion de la
composicion microbioldgica.

Cuadro 3: Identificacion de bacterias aisladas de muestras de biofertilizantes en biofabricas

Lugar de Biofertilizante | Numero Caracterizacion 16S | Valor % % identidad
recoleccion de E Cobertura
bacterias
aisladas
Bio Calcio 1 Bacillus pumilus 0 97 99.96
Bio Borax 1 Bacillus altitudinis 0 91 97.70
Bio Magnesio I 1 Glycomyces 0 97 95.98
dulcitolivorans
San Juan Bio Magnesio 1 Pseudomonas juntendi 0 91 94.87
11
Comalapa Acidos 1 Leclercia adecarboxyl 0 93 95.34
htimicos ata
Bio 1 Nocardiopsis 0 97 97.98
multimineral quinghaiensis
Bio Silicio 1 Bacillus aerius 0 98 99.05
Bio Potasio 1 Bacillus siamensis 0 99 98.98
LPV-24-1530- Lentilactobacillus 0 98 99.31
San Marcos 1 2 buchneri
LPV-24-1530- Lysinibacillus capsici 0 98 98.94
2
LPV-24-1531 1 Bacillus alkalisoli 0 98 98.60
San Pedro LPV-24-1532- Bacillus pacificus 0 97 92.98
Sacatepéquez 1 2
LPV-24-1532- Paenibacillus lautus 0 99 98.98
2
1 Lysinibacillus 0 97 98.52
LPV-24-1533 macroides
LPV-24-1629 1 Citrobacter youngae 0 99 99.34
Pseudoroseomonas 0 98 99.34
LPV-24-1630- 2 rhizosphaerae
San Marcos !
LPV-24-1630- Pseudomonas 0 99 98.32
2 paraeruginosa
LPV-24-1631 1 Bacillus aerius 0 98 99.91
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=133448&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

Las iméagenes 4 y 5 muestran el resultado positivo de la prueba de solubilizacion de fosfato y calcio
en bacterias aisladas de biofertilizantes. En estas imagenes se observa un halo claro alrededor de las
colonias bacterianas, indicando su capacidad para solubilizar fosfato y calcio en el medio de cultivo
especifico, para calcio fue Pikovskaya y para fosfato NBRIP. Este halo es un indicador visual de la
actividad solubilizadora, sugiriendo el potencial de estas cepas para movilizar nutrientes en el suelo y
mejorar su disponibilidad para las plantas. Ademas, se llevo a cabo la prueba de produccion de acido
indolacético (IAA), en la cual se observd una actividad positiva en algunas cepas, indicando su capacidad
para producir fitohormonas y promover el crecimiento vegetal. El resto de las pruebas bioquimicas y
morfologicas realizadas para caracterizar las bacterias se presentan en los anexos, donde se muestran en
detalle los resultados complementarios.

FIGURA 4: RESULTADO POSITIVO PARA LA PRUEBA DE SOLUBILIZACION DE FOSFATOS

FIGURA 5: RESULTADO POSITIVO PARA LA PRUEBA DE SOLUBILIZACION DE CALCIO
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IX. Discusion
Los anélisis realizados proporcionan informacion clave sobre las propiedades fisicoquimicas y
microbiologicas de los biofertilizantes evaluados, incluyendo el pH, la concentracion bacteriana, y las
caracteristicas de las bacterias aisladas, lo cual permite evaluar su potencial para promover el crecimiento
vegetal y mejorar la calidad del suelo.

El recuento bacteriano en los biofertilizantes es un factor importante para determinar su efectividad,
ya que una alta concentracion de microorganismos puede mejorar la disponibilidad de nutrientes en el
suelo y favorecer el crecimiento de las plantas (Bionatura, 2016). Se suele considerar que un
biofertilizante debe tener un minimo de 10 a 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo o
mililitro de producto (Vatsyayan, 2013). En este caso, los valores obtenidos en el recuento bacteriano de
cada biofertilizante se encuentran en este rango, lo que indica que hay suficientes bacterias vivas para
colonizar el suelo o las raices de las plantas y que puedan realizar sus funciones de promocion de
crecimiento vegetal (Guevara et al., 2019).

Como se puede observar en el Cuadro 2, todos los biofertilizantes tienen un pH acido entre 3.40 y
5.30. Este rango de pH no es lo mejor porque los biofertilizantes con pH inferior a 5 no presentan
diversidad microbiana (Britos et al., 2022). Existen estudios en donde ha encontrado que Rhizobium y
Azospirillium, dos de las bacterias mas conocidas como promotoras del crecimiento vegetal tienen un pH
optimo para crecer de 6.5 y 7 respectivamente (Topre et al., 2011). También hay que tomar en cuenta que
un pH muy basico superior a 9, puede causar inhibicion del crecimiento en las bacterias, porque el pH
elevado puede desestabilizar la membrana celular, puede generar estrés osmoético y acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), dafiando proteinas y dcidos nucleicos (Filipini et al., 2021). Algunos
géneros como Bacillus y Pseudomonas pueden tolerar pH acidos y alcalinos, esta es la razén por la que
la mayoria de las bacterias aisladas pertenecen a estos géneros (Ramos, 2016). El rango ideal de pH para
los biofertilizantes creados con microorganismos de montafia es de 6 a 8 porque existe mayor diversidad
de microorganismos promotores del crecimiento vegetal (Ramos, 2016).

Dado que estos biofertilizantes contienen microorganismos de montafia, se esperaba encontrar una
alta diversidad microbiana. No hay un numero estimado de especies que deberian de tener, pero se
recomienda una diversidad microbiologica suficiente para cubrir diversas funciones de nutricion,
proteccion y crecimiento (Dan et al., 2021). Esto podria implicar desde decenas hasta cientos de especies,
dependiendo de la complejidad del biofertilizante y el ecosistema del que provengan (Hernandez et al.,
2023). Sin embargo, no se observo diversidad microbiana, ya que al realizar las diluciones y siembras
solo se detectd la presencia de un tnico microorganismo; a excepcion de la muestra LPV-24-1530, LPV-
24-1532 y LPV-24-1630 donde se aislaron 2 bacterias. Los microorganismos tienen interacciones entre
ellos que pueden explicar el crecimiento de una sola bacteria. Estas interacciones pueden ser por
competencia de recursos en donde las bacterias compiten por nutrientes esenciales. Una bacteria
competitiva pudo haber agotado los recursos del medio de cultivo o haber superado en crecimiento a otras
bacterias menos adaptadas para ese ambiente (Raimi et al., 2020). Esto explicaria por qué solo una especie
fue capaz de crecer en el agar. También puede ser por antagonismo ya que algunas bacterias en el
biofertilizante pueden producir compuestos antimicrobianos que inhiben el crecimiento de otras especies.
Es posible que una especie dominante posea mecanismos de inhibicién que impidieron que otras bacterias
presentes en el biofertilizante se desarrollaran en el medio (Pirttila et al., 2021).
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Estos biofertilizantes provienen de San Marcos, San Juan Comalapa y San Pedro Sacatepéquez, en
estos lugares el suelo es andosol. Suponiendo que los microorganismos de montafia fueron colectados en
esas mismas localidades, se puede observar una posible relacion entre el tipo de suelo y el origen de los
microorganismos. Un suelo andosol estd desarrollado sobre materiales piroclasticos depositados por
erupciones volcanicas (Mejia, 2022). Este tipo de suelos son caracterizados por tener un pH entre 4.5y 6
(Herrera, 2024). Al tener un pH acido también influye en la variedad de especies microbianas (Campillo
et al., 2021). Este tipo de suelo se recomienda para realizar biofertilizantes a base de hongos porque
favorecen su crecimiento (Mejia, 2022).

En el Cuadro 3 se encuentran los resultados de secuenciacion obtenidos utilizando el programa
informatico BLAST. Los parametros utilizados fue el valor E que indica la significancia de la alineacion
entre las secuencias. Se espera que este valor sea 0 o cercano a este porque la alineacion refleja una
relacion biologica real (Zaru et al., 2023). El otro parametro utilizado fue el porcentaje de identidad este
es una proporcion de nucledtidos o aminoacidos que son idénticos entre la secuencia de consulta y una
secuencia coincidente de la base de datos. Un porcentaje de identidad alto indica una alta similitud entre
las secuencias, lo que sugiere que las secuencias estdn mas estrechamente relacionadas evolutivamente
(Samal et al., 2021). El altimo parametro utilizado fue el porcentaje de cobertura que indica la fraccion
de la longitud de la secuencia consultada con la secuencia de la base de datos. Un valor alto de porcentaje
de cobertura indica que la alineacion realizada es mas completa (Liu et al., 2023). Con estos parametros
se puede determinar si el resultado refleja una relacion bioldgica y no es solamente una coincidencia. En
los resultados obtenidos se puede observar que el valor E para todas las muestras es 0 esto quiere decir
que la alineacién refleja una relacion biolodgica y no solamente es una relacion al azar. El porcentaje de
cobertura tiene una variacion entre el 91% y 99%, es un porcentaje que indica que a mayoria de la
secuencia consultada se alinea con la secuencia de la base de datos. Por ltimo, el porcentaje de identidad
varia entre 92% y 99%. Estos porcentajes de identidad al ser altos indican que las secuencias comparadas
estan conservadas, por lo que los resultados de la busqueda BLAST son confiables y significativos desde
un punto de vista bioldgico (Liu et al., 2023).

De los primeros biofertilizantes obtenidos de San Juan Comalapa, la mitad de las bacterias aisladas
son del género Bacillus. La morfologia y tincién de Gram coinciden con la especie. Bacillus es
ampliamente utilizada como promotor del crecimiento vegetal por su capacidad de solubilizar fosfatos y
calcio, también porque es un género que puede proliferarse en pH extremos (Rojas et al., 2020)

Se han realizado estudios en donde Bacillus siamensis se utilizd para mejorar el crecimiento de dos
especies de trigo y se encontré que mejord el crecimiento de las plantas, redujo el estrés oxidativo y
mejord las actividades de las enzimas antioxidantes en ambas variedades de trigo (Awan et al., 2020).
También se demostrod que tiene la capacidad de solubilizar fosfato, calcio y producir fitohormonas, pero
en baja cantidad. En el cuadro 2 estan los resultados para las pruebas bioquimicas realizadas y los
resultados coinciden con lo reportado en la literatura (Rocio, 2016)

La segunda cepa aislada, identificada como Bacillus aerius, mostré una notable capacidad para
solubilizar fosfatos y producir fitohormonas, coincidiendo con su perfil reportado en la literatura, donde
se destaca por estimular el desarrollo de raices mediante la produccion de fitohormonas (Kamaruzzaman
et al., 2020). Investigaciones han encontrado que esta bacteria mejora la absorcion de fosforo en cultivos
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de arroz, aumentando el rendimiento de las plantas en condiciones de suelos deficientes en nutrientes
(Hong & Lee, 2014).

La cepa identificada como Bacillus altitudinis demostr6é una capacidad significativa para solubilizar
fosfatos y calcio, lo cual es consistente con su perfil en la literatura, donde también se destaca por mejorar
la disponibilidad de fosforo en el suelo y promover el crecimiento de raices mediante la produccion de
sideroforos y sustancias antimicrobianas (Kushwaha et al., 2021).

La ultima cepa fue B. pumilus segin los resultados obtenidos esta bacteria solubiliza fosfatos, calcio
y produce fitohormonas, es una bacteria con potencial de promover el crecimiento. Se puede confirmar
este dato porque actualmente es ampliamente utilizado como biofertilizante debido a su capacidad para
solubilizar fosfatos y generar compuestos que promueven la resistencia a patégenos. Se ha demostrado
que esta especie aumenta el crecimiento y rendimiento en plantas de lechuga y espinaca al incrementar la
disponibilidad de calcio y otros nutrientes en el suelo (Dobrzynski et al., 2022).

Leclercia adecarboxylata, Nocardiopsis quinghaiensis y Glycomyces dulcitolivorans, no son
bacterias catalogadas como promotoras del crecimiento vegetal, sin embargo; se han estudiado por su
capacidad de degradar compuestos organicos y producir compuestos bioactivos que pueden mejorar la
composicion del suelo (Asem et al., 2020)

En San Marcos, las formulaciones de biofertilizantes contienen una combinacion de bacterias lacticas
y bacilos, también hay presencia de Pseudomonas que son conocidas por su capacidad para solubilizar
nutrientes y mejorar la biodisponibilidad de elementos esenciales para las plantas (Singh et al., 2022).

Lentilactobacillus buchneri es una bacteria que pertenece al género Lentilactobacillus, conocido por
su capacidad de producir acido lactico. Aunque no es un promotor directo del crecimiento vegetal, se ha
sugerido que los lacteos y acidos orgéanicos pueden tener efectos beneficiosos sobre la salud del suelo, al
mejorar la solubilizacion de nutrientes y reducir patdégenos (Silva et al., 2024). Sin embargo, no se
considera una bacteria principal en la promocion del crecimiento vegetal.

Lysinibacillus capsici es conocida por su capacidad para producir compuestos antimicrobianos, los
cuales pueden actuar como agentes de control bioldgico. Ademas, se ha reportado que Lysinibacillus spp.
promueve el crecimiento vegetal al producir acido indolacético (IAA) (Pantoja et al., 2023), se puede
confirmar que esta cepa si produce IAA en los resultados del cuadro 2.

Pseudoroseomonas rhizosphaerae y Pseudomonas paraeruginosa son bacterias con propiedades de
biocontrol, ayudando a prevenir enfermedades en las plantas y mejorar la asimilacion de nutrientes (Rudra
etal., 2022). Ambas bacterias son capaces de solubilizar fosfatos por lo que si presentan una caracteristica
de promover el crecimiento vegetal. Pseudoroseomonas rhizosphaerae es una nueva bacteria que se acaba
de ser catalogada como promotora del crecimiento y tiene un uso potencial en la fitorremediacion
(Navarro et al., 2020)

En la zona de San Pedro Sacatepéquez, los biofertilizantes contienen una mezcla de bacilos. Bacillus
alkalisoli, Bacillus pacificus y Paenibacillus lautus son bacterias que promueven la solubilizacion de
fosfatos y otros minerales, ayudando a mejorar la salud y el crecimiento de las plantas en suelos con
deficiencias (Tsotetsi et al., 2022).
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En el area de San Marcos se aislo Citrobacter youngae es un patdégeno oportunista del ser humano y
se han asociado a una serie de infecciones, como infecciones del tracto urinario (ITU), gastroenteritis,
infecciones de heridas, neumonia, abscesos cerebrales, septicemia, meningitis y endocarditis, sobre todo
en neonatos y huéspedes inmunodeprimidos. Estd presente en el biofertilizante porque esta bacteria esta
presente en todos los hébitats y es comtn encontrarla en el tracto intestinal de diversos animales (Kumar
etal., 2017).

Las bacterias aisladas de los tres lugares de recoleccion tienen potencial para promover el crecimiento
vegetal. El género Bacillus y Pseudomonas predominan lo cual es favorecedor dada las propiedades
documentadas de solubilizar nutrientes y producir fitohormonas (Tsotetsi et al., 2022).
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X. Conclusiones

El anélisis de biofertilizantes desarrollados por fermentadores artesanales permitio identificar
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, destacando una composicion microbiologica con potencial
para mejorar la salud del suelo y promover el crecimiento de las plantas.

Las pruebas bioquimicas revelaron la presencia predominante de bacterias de los géneros Bacillus y
Pseudomonas, conocidos por su capacidad para solubilizar fosfatos, producir fitohormonas y resistir
condiciones adversas de pH. Ademas, se identificaron cepas con propiedades Unicas que favorecen el
crecimiento vegetal.

Se generd un cepario que incluye bacterias como Bacillus siamensis, B. aerius, Pseudoroseomonas
rhizosphaerae, y otras especies con habilidades destacadas para la solubilizacién de nutrientes,
produccion de fitohormonas y biocontrol, confirmadas por analisis bioquimicos y secuenciacion.

Las formulaciones de San Juan Comalapa y San Marcos mostraron mayor diversidad bacteriana, con
la presencia de bacterias lacticas, Bacillus y Pseudomonas, en comparacion con San Pedro Sacatepéquez,
donde predominaron los Bacillus.
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XI. Recomendaciones

Se recomienda ajustar el pH de los biofertilizantes a un rango 6ptimo entre 6 y 8 para favorecer una
mayor diversidad microbiana y la actividad de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, como
Rhizobium y Azospirillum. Este rango también evita efectos adversos sobre las bacterias debido a
condiciones de pH extremo. También se podria aprovechar las caracteristicas del suelo andosol de los
lugares de origen para disefiar biofertilizantes a base de hongos, ya que este tipo de suelo favorece su
crecimiento y puede complementar la accion de las bacterias.

Realizar una evaluacion la efectividad de los biofertilizantes en los cultivos para medir su impacto en
la salud del suelo, el crecimiento vegetal y el rendimiento de los cultivos, ajustando las formulaciones
segun los resultados obtenidos.
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XIII. Anexos

Se realizaron 3 pruebas a cada bacteria aislada de los biofertilizantes; prueba A solubilizacion de
fosfatos, prueba B fijacion de nitrogeno y prueba C solubilizacion de calcio.

FIGURA 7: RESULTADOS PARA LAS 3 PRUEBAS ESPECIFICAS PARA EL BIOFERTILIZANTE BI0 MULTIMINERAL
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FIGURA 10: RESULTADOS PARA LAS 3 PRUEBAS ESPECIFICAS PARA EL BIOFERTILIZANTE BIO SILICIO
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CIFICAS PARA EL BIOFERTILIZANTE BIO CALCIO

FIGURA 13: RESULTADOS PARA LAS 3 PRUEBAS ESPECIFICAS PARA EL BIOFERTILIZANTE 1530-2




FIGURA 16: RESULTADOS PARA LAS 3 PRUEBAS ESPECIFICAS PARA EL BIOFERTILIZANTE 1532-2




FIGURA 19: RESULTADOS PARA LAS 3 PRUEBAS ESPECIFICAS PARA EL BIOFERTILIZANTE 1630-1




FIGURA 22: TINCION DE GRAM PARA LOS 8 BIOFERTILIZANTES OBTENIDOS DE SAN JUAN COMALAPA
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FIGURA 23: TINCION DE GRAM PARA LAS BACTERIAS OBTENIDAS DE LOS 4 BIOFERTILIZANTES DE SAN MARCOS Y
SAN PEDRO SACATEPEQUEZ

FIGURA 24: TINCION DE GRAM PARA LAS BACTERIAS OBTENIDAS DE LOS 4 BIOFERTILIZANTES DE

San Marcos
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FIGURA 25: VISUALIZACION DEL PRODUCTO DE PCR DEL GEN 16S DE LAS BACTERIAS AISLADAS
DE LOS BIOFERTILIZANTES.

FIGURA 26: VISUALIZACION DEL PRODUCTO DE PCR DEL GEN 16S DE LAS BACTERIAS AISLADAS
DE LOS BIOFERTILIZANTES 1530-1533.
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FIGURA 27: VISUALIZACION DEL PRODUCTO DE PCR DEL GEN 16S DE LAS BACTERIAS AISLADAS
DE LOS BIOFERTILIZANTES 1530-1533.
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FIGURA 28: CURVA ESTANDAB CON REACTIVO IAA PARA LA DETERMINACION DE LA
PRODUCCION DE TAA EN LAS BACTERIAS AISLADAS
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