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Resumen

Para la caracterizacion microbioldgica y molecular se aislaron e identificaron microorganismos
cultivables de 4 bioinsumos comerciales provenientes del occidente y norte de Nicaragua. Esto
involucro la tipificacion morfolégica a través de: tincion Gram para bacterias y observacion de
esporas para hongos filamentosos. Se realizé la extraccion y secuenciacion del ADN (gen ADNr
16S — bacterias, region ITS1- ITS4 hongos filamentosos) para obtener los arboles filogenéticos.
Se logro la identificacion molecular de 28 de 30 microorganismos aislados (23 bacterias: 12
especies, 11 géneros; 5 hongos filamentosos: 4 especies, 1 género). Encontrandose en los
Bioisumos zona norte: muestra TS: 5 bacterias (Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis, 2 Bacillus
sp. y Stenotrophomonas sp.) y 3 hongos filamentosos (Monascus pupureus, Neosartorya glabra
y Aspergillus flavus- reportado como patégeno para cultivos); muestra LS: 6 bacterias (Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus sp., 2 Stenotrophomonas sp. y Paenibacillus sp.); muestra
LL: 3 bacterias (Bacillus Megaterium, Staphylococcus succinus y Bacillus sp.) y 2 hongos
filamentosos (Byssochlamys nivea — reportado como contaminante en fruta procesada y otro
no identificado). Zona de occidente, muestra DCL: 9 bacterias (2 Lysinibacillus macroides,
Bacillus subtilis, Bacillus flexus, Bacillus cereus — patégeno para el ser humano, Agrobacterium
tumefaciens, 2 Bacillus sp. y una Stenotrophomonas sp.) y 1 hongo levaduriforme no identificado
molecularmente. Lo anterior muestra gran diversidad microbiana y la presencia de patdégenos
en los bioinsumos que son perjudiciales para la planta y el ser humano.
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Abstract

To develop the microbiological and molecular characterization, cultivable microorganisms from
four commercial biofertilizers from western and northern Nicaragua were isolated and identified.
This involved morphological identification through: Gram staining for bacteria and observation
of spores for filamentous fungi. In order to obtain the phylogenetic trees, DNA extraction
and sequencing was performed (16s rDNA gene for bacteria and ITS1 region for fungi). The
molecular identification of 28 out of 30 isolated microorganisms was achieved (23 bacteria: 12
species, 11 genus, 5 filamentous; fungi: 4 species and 1 genus). Found in the northern zone
inoculant: TS sample: 5 bacteria (Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis, 2 Bacillus sp. and
Stenotrophomonas sp.) and 3 filamentous fungi (Monascus pupureus, Neosartorya glabra and
Aspergillus flavus- reported as pathogen for crops). LS sample: 6 bacteria (Bacillus megaterium,
Bacillus subtilis, Bacillus sp., 2 Stenotrophomonas sp., and Paenibacillus sp.). LL sample: 3
bacteria (Bacillus Megaterium, Staphylococcus succinus and Bacillus sp.) and 2 filamentous
fungi (Byssochlamys nivea - reported as contaminants in processed fruit and another that was
not sequenced). Western zone, DCL sample: 9 bacteria (2 Lysinibacillus macroides, Bacillus
subtilis, Bacillus flexus, Bacillus cereus - pathogenic for humans, Agrobacterium tumefaciens,
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2 Bacillus sp. and 1 Stenotrophomonas sp.) and 1 yeast fungus, that was not sequenced. The
above shows great microbial diversity and the presence of pathogens in biofertilizer that are
harmful to the plant and the human beings.

Introduccién

La excesiva dependencia de los fertilizantes quimicos para producir mas cultivos inevitablemente
dafia la ecologia ambiental y la salud humana con gran severidad. A nivel mundial en
general y en Nicaragua en particular, pals predominantemente agricola, para contrarrestar
el efecto nocivo de estas practicas, existe una nueva corriente que promueve el consumo y
produccion orgéanica [1]. En el pais, existen serias limitaciones en la oferta y desarrollo de
bienes y servicios orientados a la producciéon orgénica, uno de los casos particulares son los
bioinsumos (biofertilizantes y biocontroladores de plagas) producidos a nivel local, la mayoria
de estos productos poseen un bajo nivel tecnoldégico, por 1o que se desconoce las alternativas
de biocontrol (parasitoides, presencia del tipo de microorganismos, entre otros), no se tiene
estudios del espectro de funcionamiento de los mismos. Sumado a esto, las instituciones
publicas que deberian regular este tipo de productos, desconocen el tema, por lo que estos
bioinsumos no cuentan con certificacion, ni estan registrados segun lo indican las regulaciones
para la certificacion organica [2].

La caracterizaciéon de microorganismos y su posterior seleccion por su capacidad de hacer
disponibles los nutrientes y promover su crecimiento, pueden contribuir a un posterior desarrollo
de biofertilizantes. Con miras a lograr dicho obijetivo, este estudio se planteé como un paso
inicial la identificacion molecular de microrganismos presentes en bioinsumos producidos
artesanalmente en Nicaragua.

Materiales y métodos

En una primera etapa del proyecto de produccion de bioinoculantes dirigida especificamente a la
busqueda de Bacillus subtilis, se aislé la fraccion cultivable e identificd algunos microorganismos
de interés (7 microorganismos) presentes en bioinsumos artesanales procedentes de las
zonas seleccionadas (I y Il), para la producciéon de un bioinsecticida a base de B.subtilis [3].
El presente trabajo muestra la completa identificacion de toda fraccion cultivable aislada y la
caracterizacion de los microorganismos aislados en los bioinoculantes comerciales.

Aislamiento de microorganismos de bioinsumos artesanales

Se recolectaron 4 bioinsumos comerciales en presentaciones liquidas y sélidas [3], producidos
en dos zonas del pais (I y Il), en donde la utilizacién de estos productos ha tenido un tremendo
auge y los productos contaban con una autorizacion oficial del organismo competente. Estos
se transportaron al laboratorio de microbiologia de las aguas del Programa de Investigacion
Estudios Nacionales y Servicios Ambientales (PIENSA) de la Universidad Nacional de Ingenieria,
ubicado en el Recinto Universitario Simén Bolivar, en la Avenida Universitaria, Managua,
Nicaragua. Localizada geogréaficamente en las coordenadas UTM 12.1435887-86.2675189. El
aislamiento de microorganismos se realizé en medios de cultivo sdélidos (Agar Papa Dextrosa
(PDA), Agar Plate Count (PCA), Agar Nutritivo (AN)) a partir de muestras individuales, para esto
se inoculd en superficie, por triplicado. Posteriormente se seleccionaron los diferentes tipos
de colonias obtenidas y se sembraron por estrias para la obtencion de cultivos puros. Para
los bioinsumos soélidos se prepararon filtrados, por medio de la suspension aséptica de 1 g de
muestra de bioinsumos en 5 mL de agua destilada estéril en un tubo de ensayo; en cambio para
los bioinsumos liquidos solamente se tomd una muestra de 5 mL, la cual fue colocada en un
tubo de ensayo. Todos los tubos con las muestras se agitaron en vortex por 20 s; luego se tomo
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0.1 mL con una micropipeta y se depositd en gotas sobre el medio de cultivo en la placa Petri,
el indculo se distribuyd sobre toda la superficie del medio usando una espatula de Digralsky
previamente esterilizada, finalmente todas las placas se incubaron a 35°C por 24 horas para
bacterias y de 7 a 14 dias para hongos [4].

Pruebas morfologicas a los microrganismos seleccionados

Se realizaron a través de observaciones al microscopio de luz OLYMPUS CHT, para las
bacterias se efectuaron pruebas de tincion de Gram a las 24 horas de incubacion con el
objetivo de inmersion 100x, la observacion de esporas para hongos filamentosos con cinta
adhesiva transparente utilizando un objetivo de 40x. Los microorganismos se conservaron
usando el método de transferencia periddica, que consiste en trasladar el microorganismo a
un medio de cultivo fresco y nutritivo a intervalos que aseguren la viabilidad del mismo [5]. La
transferencia se realiz6 en medio LB para bacterias y PDA para hongos filamentosos [6, 7].

Identificacion molecular de los microorganismos seleccionados

Para el caso de las bacterias se amplificd la subunidad pequefia (16S) del ADNr con los
cebadores pA (5" AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG 3’) y pcbB (5 TAC CTT GTT ACG ACT T
3) [8]. La identificacion taxondémica de los aislamientos de hongos se realizé con base en la
amplificacion de las regiones ITS1 (5 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3)-ITS4 (5 TCC TCCGCT
TAT TGA TAT GC 3’) (Internal Transcribed Space) [9], estos genes son una alternativa para
buscar la informacién filogenética y taxonémica de microorganismos. La comparacion de las
secuencias del gen ADNr 16S permite establecer relaciones filogenéticas entre organismos
procariotas, de forma similar la region ITS permite hacer lo mismo en eucariotas [10].

Los electroferogramas recibidos fueron corregidos visualmente usando el programa Bioedit
v7.0.9 [11]. Para la comparacion de las secuencias, se obtuvieron de la base de datos del
GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI) secuencias de las regiones
estudiadas de hongos y bacterias relacionadas taxondmicamente con los microorganismos,
utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) para comparar secuencias
altamente similares, de cada secuencia parcial del gen 16S para bacterias e ITS para hongos
[12]. Para la identificacion final, se realizd un alineamiento multiple con las cinco secuencias
elegidas para cada secuencia en estudio, utilizando la aplicacion Clustal W Multiple alignment
version 1.4 incluida en el menu Accesory Application del programa Bioedit v7.0.9 y se utilizaron
los parametros por defecto [10]. Se utilizd el programa MEGA 7.0.14 para la construccion de
los arboles filogenéticos, usando el método Neighbor-Joining Tree, evaluando la confiabilidad
haciendo bootstrapping de 1000 repeticiones, teniendo en cuenta que cada rama se debera
repetir como minimo en el 50% de las veces [9, 12].

Resultados y discusion

Aislamiento de microrganismos de bioinsumos artesanales

De los trabajos de aislamiento, se logr6 obtener 30 aislados diferentes de colonias de
microorganismos en las muestras de bioinsumos, figura 1. Esta publicacion aborda por primera
vez en nuestro pais el contenido microbiano completo, que fue posible aislar e identificar a
partir de muestras de bioinsumos que estan siendo actualmente comercializados y producidos
a nivel artesanal.



Tecnologia en Marcha, i‘
Vol. 34, N.° 2, Abril-Junio 2021 113

ZONA | ZONA Il
= = 9

9
8
,
6
5
5
4
. 3 3
2
2
0 o 0
. - -
TS LS LL

DCL

H No. bacterias ® No. Hongos Filamentosos ® No. Hongos Levaduriformes

Figura 1. Distribucion de bacterias y hongos aislados de Bioinsumos artesanales, por zona de

origen (TS: Tisey Sdlido; LS: Licoroy Sdlido; LL: Licoroy Liquido; DCL: Del Campo Liquido).

Herrmann et al., [13] caracterizaron el contenido microbiano de 65 biofertilizantes comerciales
fabricados en los Estados Unidos, el Reino Unido, Australia, Sudéfrica, Tailandia, Kenia y
Argentina. Los resultados mostraron que la mayoria (alrededor del 64%) contenia una o varias
cepas de contaminantes y solo el 37% de los productos podian considerarse “puros”. El 40% de
los productos probados no contenia ninguna de las cepas declaradas, sino solo contaminantes.
Estos resultados se relacionan con los obtenidos en la presente investigacion, donde se obtuvo
que el 75% de los bioinsumos analizados contienen al menos una cepa contaminante y solo un
25% estan libres de patégenos (figura 1).

El presente trabajo concuerda con Cuervo [4], en la necesidad de investigaciones que
desarrollen un conocimiento paralelo a la preservacion de los ecosistemas con el uso de
biofertilizantes, con el fin de generar productos comerciales, los cuales también cuenten con
pruebas de eficacia y estabilidad utilizadas con el objetivo de reducir costos, intensificar las
interacciones bioldgicas y benéficas de los procesos naturales, proteger la salud y el ambiente.
El presente trabajo, va encaminado en tal sentido.

Pruebas morfologicas a los aislados bacterianos

Aun cuando la morfologia celular dice poco sobre las relaciones filogenéticas, sigue siendo
util para la identificacion bacteriana. Por ejemplo: la presencia de endosporas y su localizacion
resulta de mucha utilidad en la identificaciéon de bacilos esporulados. Es posible sacar
conclusiones en relacion con la morfologia de una bacteria, examinando una lamina que fue
sometida a un proceso de tincién diferencial [14]. Algunos de los resultados obtenidos mediante
aplicacién Gram a cultivos bacterianos, se muestran en la figura 2.
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Figura 2. Morfologia en placa y tincion de Gram de aislados bacterianos y su procedencia. Muestra
1: Al, Bl; Muestra 2: Cl, DII; Muestra 3: CllI, DI, Muestra 4: All, Alll, BIl, Blll, Cll'y DI.

De la aplicacion de las pruebas de tincion diferencial Gram a los cultivos bacterianos se
obtuvieron los siguientes resultados: 22 bacterias de forma bacilar (15 Gram positivas y 7
Gram negativas) y 1 de forma cocal Gram positiva. En la figura 2, se detallan 12 bacterias que
se lograron identificar hasta nivel de especie como una muestra representativa del material
aislado. Se puede observar que 11 bacterias se clasifican como Gram positivas, 10 poseen
forma bacilar (DCL4-31F, TS13-2111U, LS6-11G, LS5-11B, DCL1-21A, TS11-31, LL9-21, DCL1-
11, DCL2-4111H, DCL12-111Q) y un coco (LL8-111M); también se observd presencia de un
bacilo Gram negativo (DCL12-21L). Los aislados bacterianos obtenidos se conservaron en
medio de cultivo fresco LB en placas Petri a 10°C, con siembras periddicas mensuales para su
posterior identificacion via molecular.

Pruebas morfolégicas a los aislados de hongos filamentosos

Los hongos representan la mayor diversidad eucaridtica sobre la tierra y ellos estan entre
los principales degradadores en los ecosistemas. Se ha estimado, conservadoramente, que
existen alrededor de 1.5 millones de especies de hongos [15]. Muchas especies de hongos
son patdgenos importantes para plantas y humanos. Los resultados de la caracterizacion
morfoldgica de los aislados puros de una muestra representativa (No incluye todo lo aislado)
de hongos filamentosos se reflejan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Descripcion de los resultados de una muestra representativa de la caracterizacién macro
y microscoépica de los hongos filamentosos aislados de muestras de bioinsumos artesanales.

TS1-2111 Blanco con centros Algodonoso Esférica
verdosos y zonas marrones

TS111-2111 Blanco Aterciopelada Esférica
TS111-1212 Verde Pulvorolenta Esférica
LLVII Blanco Algodonosa Esférica

Fuente: [3]
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En la figura 3, se observa una muestra representativa hongos filamentosos obtenidos por medio
de la caracterizacion macroscopica describiendo el color y apariencia de las conidias; y de la
identificacion de esporas a través de las observaciones al microscopio de luz; para su posterior
comparacion con las referencias utilizadas [16].

Zeballos [17], aisld y purificd cepas provenientes de cuatro biofertilizantes diferentes, a partir
de la purificacion se obtuvo siete cepas de microorganismos: cuatro cepas de bacterias, dos
de levaduras y una de hongo filamentoso. La baja abundancia y diversidad de microrganismos
posiblemente se dio por la presencia de algunos ingredientes de los biofertilizantes que
influyen en el medio de crecimiento. Esto difiere con los resultados de este estudio, ya que la
variedad microbiolégica es muy rica, teniendo en cuenta que se aislaron un total de 6 hongos:
5 filamentosos y 1 levaduriforme. Esto puede deberse al tipo de sustrato que se ha utilizado en
la preparacion.

Figura 3. Morfologia en placa y observacion de esporas de algunos hongos filamentosos
aislados de muestras de bioinsumos. Al, Bl y Bll: Muestra 1; All: Muestra 3.

Identificacibn molecular de bacterias

El gen ribosomal 16S es frecuentemente empleado para estudios filogenéticos debido a que
es una secuencia altamente conservada entre las diferentes especies de bacterias; el gen
se encuentra ubicado en la subunidad pequefia del ribosoma (30S), asociado a esto, el gen
ribosomal 16S es una region hiper variable que prevé especificidad de especie, lo cual resulta
muy Util para la identificacion de especies bacterianas [12]. Los resultados obtenidos con las
secuencias analizadas fueron utilizados para elaborar el arbol filogenético que se presenta en
la figura 4.

De los 23 aislados de bacterias encontrados en los Bioinsumos, 12 se lograron identificar a nivel
de especie mediante el analisis del arbol filogenético de la figura 4 y cuadro 2 como: TSII-31 (A1)
como Bacillus thuringiensis, TS13-2111U(A3) como Bacillus Pumilus, LS5-11 (B) como Bacillus
megaterium, DCL1-21(D1) como Lysinibacillus macroides, DCL12-111(D5) como Bacillus
cereus, DCL1-11 (D6) como Lysinibacillus macroides, DCL4-31 (F) y LS6-11 (G) como Bacillus
subtilis, DCL2-411 (H) como Bacillus flexus, DCL12-21 (L) como Agrobacterium tumefaciens,
LL9-21(L1) como Bacillus megaterium, LL8-111 (M) como Staphylococcus succinus; 11 a nivel
de género: TS13-1111J (A2), DCL3-4 (D4), LS5-21 (S1), LS6-211P(S3) como Stenotrophomonas
sp.; TS13-3C (A4), DCL2-11(D2), DCL3-3 (D3), LL8-221 (L2), LS5-1K (S2), TS10-111(S5) como
Bacillus sp. y LS7-2111(S4) como Paenibacillus sp. Cada especie bacteriana (cepa) confirma
su identidad en su mayoria en 100% con las secuencias contenidas en el Genbank. De las 23
bacterias identificadas molecularmente, es importante destacar que 14 pertenecen al género
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Bacillus. A diferencia de lo obtenido por [4], el cual solo logré aislar e identificar Unicamente tres
especies microbianas (Bacillus subtilis en medio soélido, Bacillus firmus'y Bacillus sphaericus
fquido) partiendo de dos presentaciones diferentes de biofertilizantes; el presente
trabajo logroé aislar e identificar un lote mucho mayor de bacterias (23), llegandose a identificar

en medio

12 a nivel de especie.

. 4(1) A1 27F
(22) MH553093.1 Bacillus thuringiensis
(21) JF836882.1 Bacillus cereus
(20) KY849466.1 Bacillus toyonensis
19) KF740308.1 Bacillus sp
(18) MHE47668.1 Bacillus sp
A(17) A4 2TF
5) KU983638.1 Bacillus cereus
(4) KU720553.1 Bacillus cereus
(3) MHE207 18.1 Bacillus sp
(2) MG755767.1 Bacillus sp
4(58) 85 2TF
(59) MG309372.1 Bacillus sp
(60) KYE21914.1 Bacillus sp
(61) MF149993.1 Bacillus thuringiensis
62) MG256760.1 Bacillus toyonensis
63) MH815087.1 Bacillus cereus
4A(88) D5 27F
89) MH915610.1 Bacillus cereus
90) MH187637.1 Bacillus cereus
91) MHB14579.1 Bacillus sp
92) MH559342.1 Bacillus sp
(93) MHE99016.1 Bacillus anthracis
A(11) A3 27F
(12) MFE92773.1 Bacillus pumilus
(13) MF187635.1 Bacillus pumilus
(14) KY822229.1 Bacillus safensis
{15) KX216378.1 Bacillus safensis
(16) KX673833.1 Bacillus sp
A(70) D2 27F
71) MH813429.1 Bacillus sp
(72) MG 271968.1 Bacillus sp
(73) MHB03952.1 Bacillus safensis
74) MG778900.1 Bacillus safensis
(75) MH569364.1 Bacillus pumilus
. dk(136) STRAIN NF
(140) KJ870186 Bacillus pumilus
(141) KT371465 Bacillus pumilus
139) HQ908718 Bacillus safensis
138) KX785129 Bacillus sp.
137) KX454026 Bacillus sp.

L (34) KU898075.1 Bacillus pumilus
=fl—— {33) KF241529.1 Bacillus pumilus

o (32) KF241530.1 Bacillus sp

(31) KU597576.1 Bacillus sp
(30) KX817946.1 Bacillus sp
4A(29)L2 2TF
- 4k(106) STRAIN F1F

(111) KX454091 Bacillus subtilis
110) KX454095 Bacillus subtilis
(109) KU508284 Bacillus velezensis

117) KU764381 Bacillus subtilis
{116) KX548943 Bacillus sp.
{115) KF863830 Bacillus sp.
{114) FJ222553 Bacillus subtilis
{113) KF322037 Bacillus subtilis

A(76) D3 27F
77) MH5369350.1 Bacillus megaterium
78) MH261029.1 Bacillus megaterium
79) MH704919.1 Bacillus sp
(80) MF 4180411 Bacillus sp
(81) MH2E1162.1 Bacillus aryabhattai
A100) STRAIN B1F
{101) KR 063183 Bacillus megaterium
102) KT286110 B acillus megaterium
103) KRO77857 Bacillus sp.
104) KT183573 B acillus sp
L [105) KU 161292 Bacillus aryabh attai
4&(118) STRAIN H1F
119) KC 713922 Bacillus flexus
120) GU 142796 Bacillus sp.
121) KU 59757 3 Bacillu s kochii
{122) JN247735 Bacillus sp.
~L{123) KF 287675 B acillus kochii

A(130) STRAIN MF

{131) KF 254629 Staphy lococcus succinus
= 133) JX122579 Staphylococcus xylosus
T 135) KX011964 Staphylococcus sp
122) NR 037052 Staphylococcus succinus
134) KT339332 Staphy lococcus xylosus
A(52) 54 27F
53) MHE28020.1 Paenibacillus sp
54) EF 426449 .1 Paenibacillus sp
33) EUST1189.1 Paenibacillus sp
57) KY375153.1 Paenibacillus alv ei
{56) KY038666 1 Paenibacillus alv ei

,—A:s:um 27F
{65) MHAS8746.1 Lysinibacillus macroides
(66) KTO74246.1 Lysinibacillus macmides
67) KY750250.1 Lysinibacillus sp
68) KX832684.1 Lysinibacillus xy lanilyticus
69) KP872951.1 Lysinibacillu s fu siformis
4(94) DB 27F
95) MF0792282.1 Lysinibacillus macroides
96) KT074236.1 Lysinibacillus macmides
97) KUG44309.1 Lysinibacillus sp
98) KXT783547.1 Lysinibacillu s fu siformis
99) KT269854.1 Lysinibacillus xylanilyticus
AlB) A2 27F
{7) MH718840.1 Stenotrophomonas sp
{8) MH 392647.1 Stenotrophomonas sp
{9) MH 392645.1 Stenotrophomonas sp
10) MF 118153.1 Stenotrophomonas sp
A(35) S1 27F
36) J@359101.1 Stenotrophomonas sp
37) MH144280.1 Stenotrophomonas rhizophila
38) KPD04437.1 Stenotrophomonas rhizophila
39) AJ121117.1 5t troph as Hophilia
Al46) S3 27F
A7) KP258175.1 Stenotrophomonas sp
{48) KT368957.1 Stenotrophomonas sp
{49) KX150819.1 Stenotrophomonas rhizophila

{50) KJT48607.1 Stenotrophomonas rhizophila
(51) FJ811851.1 Stenotroph as maltophilia
A[82) D4 27F

83) LC133695.1 Stenotrophomonas sp

84) KT825810.1 Stenotrophomonas sp

85) HG241747.1 Stenotrophomonas rhizophila
86) JQ290538.1 Stenotrophomonas rhizophila
87) EF 204217.1 Stenotrophomonas maltophilia
4i124) STRAIN L1F

129) KF 465840 Agrobacterium sp.

128) EF 054875 Agrobacterium tumefaciens
{127) KM894180 Agrobacterium tumefaciens
{126) JQ514092 Rhizobium sp.

{125) KM894198 Rhizobium sp.

Figura 4. Se muestra el arbol filogenético de aislados bacterianos utilizando el método Neighbor-
Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El arbol fue realizado con el programa MEGA 7.0.14,
el codigo de acceso al GenBank se especifica al inicio del nombre del microorganismo.
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Cuadro 2. Se muestran los resultados de la identificacion final de bacterias hasta el nivel
de especie, mediante el anélisis filogenético utilizando el arbol de la figura 4.

Al TSII-31 Bacillus thuringiensis 99 Bacillus
(MH553093.1) thuringiensis
A3 TS13-2111U Bacillus Pumilus 99 Bacillus Pumilus
(MF692773.1)
B L. S5-11 Bacillus megaterium 99 Bacillus
(KR063189) Megaterium
D1 DCL1-21(A) Lysinibacillus macroides 100 Lysinibacillus
(MH458746.1) macrolides
D5 DCL12-111(Q) Bacillus cereus 100 Bacillus cereus
(MH915610.1)
D6 DCL1-11 Lysinibacillus macroides 100 Lysinibacillus
(MF079282.1) macrolides
F DCL4-31 Bacillus subtilis 99 Bacillus subtilis
(KX454091)
G* LS6-11 Bacillus subtilis 99 Bacillus subtilis
(KU764381)
H* DCL2-4111 Bacillus flexus 100 Bacillus flexus
(KC713922)
L* DCL12-21 Agrobacterium 99 Agrobacterium
tumefaciens tumefaciens
(KM894180)
L1 LL9-21 Bacillus megaterium 100 Bacillus
(MH910311.1) Megaterium
M* LL8-111 Staphylococcus 100 Staphylococcus
succinus succinus
(KF254629)

Nota: * microorganismos identificados en una primera etapa por [3]. En el cuadro se muestra el codigo de la
secuencia, el codigo de laboratorio del microorganismo, identidad maxima con el vecino cercano y la identidad

final de la bacteria.

Con el propdsito de entender, la funcion desempefiada (Datos no mostrados) por los diferentes
microorganismos que fueron aislados e identificados en el contexto de los bioinsumos en
estudio, se analizd y se concluyé que empleando estos bioinsumos artesanales, en los cuales
no se tiene control de los microorganismos que se producen y estan presentes en el producto
final; se estarian aplicando in6culos a los cultivos que pueden ser beneficiosos para algunos
procesos de promocion del crecimiento vegetal (Bacillus Pumilus, Bacillus thuringiensis
y Bacillus Subtilis), a la inhibicion y resistencia de patégenos (Bacillus Pumilus, Bacillus
thuringiensis, Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens y Bacillus Subtilis). No obstante,
estas propiedades benéficas no se presentan en todos los bioinsumos estudiados por igual y
no es posible preservar esta propiedad benéfica en el tiempo y en cada lote de produccion,
debido a que el proceso de seleccion del material de partida es siempre aleatorio (suelo de
bosques con materia organica en proceso de degradacion). Adicionando ademas estiércol,
melaza y suero lactico, con sus propias cargas microbianas [18].
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Algunos de los bioinsumos estudiados, presentan bacterias patégenas al ser humano como
Bacillus cereus y muchos otros pudieran estar desarrollando actividades que no son aplicables
a todo tipo de suelos, ni a todo tipo de cultivos, por ejemplo: Agrobacterium tumefaciens y
Staphylococcus succinus. Todos estos inconvenientes, se pretenden superar, con la seleccion
de bacterias aisladas de estos bioinsumos, elegidas por la funcién que realicen en los cultivos,
por su no patogenicidad para el ser humano, por no mostrar antagonismo e inhibicion entre las
mismas y por garantizar un numero de unidades formadoras de colonia estable para el cultivo
final en el bioproceso desarrollado para ello.

Identificacion molecular de hongos

Los métodos moleculares como PCR agilizan la identificacion de hongos analizando regiones
especificas dentro de los genes. Segun [19], las secuencias de espacios transcriptos internos
(ITS) son de las mas utilizadas en la identificacién, como cédigo de barras estandar para
hongos. Para la identificacion final de los hongos y corroborar los resultados morfolégicos,
se identificaron molecularmente a través de la secuenciacion de la region ITS1-ITS4 (Internal
Transcribed Space) del ADNr. De los resultados del analisis de las secuencias se obtuvo el
siguiente arbol filogenético (figura 5). De los 6 hongos aislados de los bioinsumos artesanales
en estudio, 4 de ellos se lograron identificar a nivel de especie: TSI-2lll (B1) como Monascus
purpureus, TSIII-2I1l (B3) como Neosartorya glabra, LLVII (B5) como Byssochlamys nivea, TSIII-
1212 (B6) como Aspergillus flavus y 1 a nivel de género: TSII-2Il (B3) como Neosartorya sp.

(16) KR909166.1 Neosartorya hiratsukae
(17) KX953650.1 Neosartorya sp.

(14) KYB06121.1 Aspergillus hiratsukae

(10) MGT48676.1 Aspergillus hiratsukae

(9) KF159988.1 Neosartorya sp.
(11) KY379618.1 Aspergillus sp.
(15) KY379661.1 Aspergillus sp.
®(12)B31TS1
(13) KF815577.1 Neosartorya glabra
®(24)B61TS1
(25) MH864266.1 Aspergillus flavus
= (26) MG575470.1 Aspergillus flavus
= (27) MH746006.1 Aspergillus oryzae
e (28) MFE62394.1 Aspergillus sp.
. (29) MG946223.1 Aspergillus nomius
(5) KY511749.1 Monascus sp.
(6) KY635852.1 Monascus pilosus
(4) MG049668.1 Monascus ruber
(3) AY750723.1 Monascus purpureus
(2) KY828906.1 Monascus purpureus
@®(1)B11TS1
(23) MHB59718.1 Paecilomyces fomosus
(22) MH860283.1 Byssochlamys fulva
@(18)B51TS1
(19) MH860285.1 Byssochlamys nivea
(20) MH8B0284.1 Byssochlamys nivea
(21) KP401883.1 Byssochlamys sp.

E

Figura 5. Arbol filogenético de hongos aislados de bioinsumos utilizando el método Neighbor-
Joining con un Bootstrap de 1000 réplicas. El arbol fue realizado con el programa MEGA 7.0.14,
el coédigo de acceso al Gen Bank se especifica al inicio del nombre del microorganismo.

Estos resultados se resumen en el cuadro 3. Finalmente, uno de los hongos no se logré
identificar debido a resultados no satisfactorios durante el proceso de secuenciacion.
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Cuadro 3. Se muestran los resultados de la identificacion final de hongos aislados de bioinsumos.
El cuadro resume el cédigo de la secuencia y el cédigo de laboratorio del microorganismo,
identidad méaxima con el vecino mas cercano y la identidad final del hongo.

B1 TSI-2llI Monascus purpureus 99 Monascus purpureus
(KY828906.1)

B2 TSII-2lI Neosartorya sp. 100 Neosartorya sp.
(KX953624.1)

B3 TSIII-2111 Neosartorya glabra 100 Neosartorya glabra
(KF815577.1)

B5 LLVII Byssochlamys nivea 100 Byssochlamys nivea
(MH860285.1)

B6 TSII-1212 Aspergillus flavus 100 Aspergillus flavus
(MHB864266.1)

El género Neosartorya (Familia Trichocomaceae) son hongos filamentosos caracteristicos del
suelo y poseen diversas actividades y/o aplicaciones biotecnoldgicas (Datos no mostrados). El
analisis de los resultados de la identificacion de los hongos aislados de los bioinsumos (cuadro
3), nos muestra que algunos de los aislados identificados encuentran utilidad en la industria
farmacéutica (Monascus purpureus y Neosartoya glabra [20], en procesos de biodegradacion
y en la agricultura (Neosartorya sp., Byssochlamys niveay Neosartorya glabra [19,20] , algunos
podrian resultar indeseables como (Byssochlamys nivea) y hasta algunos pudieran resultar
patdgenos para los seres humanos y los animales como Aspergillus flavus [21]. Lo anterior
aunado al anédlisis hecho para las bacterias aisladas e identificadas, nos da una idea de como
algunos de estos bioinsumos podrian estar afectando los cultivos mediante la introduccion
de hongos y bacterias que no son adecuados para todo tipo de cultivos y suelos, ademas de
que estarian afectando la salud humana por esporas y aflatoxinas que producen diferentes
enfermedades.

Un gran numero de biofertilizantes comerciales estan disponibles en todo el mundo; sin embargo,
la calidad y la eficacia de muchos de ellos no estan probadas ni aprobadas. En ausencia de
biofertilizantes eficaces de buena calidad y calidad constante, no es probable que disminuya
la dependencia del uso de fertilizantes minerales a corto plazo. Por lo tanto, la disponibilidad
de biofertilizantes de alta calidad debe ser una prioridad, especialmente en paises donde la
produccion agricola juega un papel clave en la economia y la seguridad alimentaria.

Conclusiones

La realizacion de este trabajo permitié obtener aislados de la microbiota cultivable presente
en las muestras de boinsumos analizadas, obteniéndose 30 aislados diferentes de colonias
de microorganismos. Entre los aislados se obtuvo 23 bacterias y 7 hongos (6 filamentosos
y 1 levaduriforme). De los aislados antes mencionados, se logré identificar el 93% de ellos.
|dentificandose de los aislados bacterianos (Bacillus thuringiensis, Bacillus Megaterium (2),
Bacillus cereus, Lysinibacillus macroides, Bacillus subtilis (2), Bacillus flexus, Bacillus pumilus,
Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens, y Staphylococcus succinus). En cuanto a los
hongos filamentosos aislados, se lograron identificar como: Monascus purpureus, Neosartorya
glabra, Byssochlamys nivea, Asperqgillus flavus, y Neosartorya sp.
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El analisis de las aplicaciones de los aislados identificados, permitié determinar que el 75% de
los bioinsumos analizados contienen al menos una cepa contaminante y solo un 25% contienen
cepas no patoégenas. El empleo de los bioinsumos estudiados podria ser beneficioso para
algunos procesos de promocion del crecimiento vegetal mediante Bacillus Pumilus, Bacillus
thuringiensis y Bacillus Subtilis, a la inhibicion y resistencia de patégenos mediante Bacillus
Pumilus, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Agrobacterium tumefaciens y Bacillus Subtilis.
No obstante, estas propiedades benéficas no se presentan en todos los bioinsumos estudiados
por igual y no es posible preservar esta propiedad benéfica en el tiempo y en cada lote de
produccion. Finalmente, algunos de estos bioinsumos presentan bacterias patégenas al ser
humano como Bacillus cereus y muchos otros podrian estar desarrollando actividades que no
son aplicables a todo tipo de suelos, ni a todo tipo de cultivos, por ejemplo: Agrobacterium
tumefaciens y Staphylococcus succinus.
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