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Resumen

Los microorganismos de montafia (mm) pueden ser encontrados en la capa superficial y organica
de todo suelo de un ecosistema natural no intervenido, su uso permite mejorar las condiciones del suelo,
porlo que la adicién de preparados microbianos con el fin de acelerar la degradacién de materia organica
en el compostaje se ha implementado en practicas agricolas alrededor del mundo.

El objetivo de este proyecto es evaluar mm aislados de suelo proveniente de la finca El Exilio en
el municipio de Tenjo, Cundinamarca y establecer su potencialidad como aceleradores de compostaje a
través de cultivos agricolas.

Se realiz6 la toma de nueve muestras de suelo constituidas por hojarasca y humus siguiendo el
método de muestreo simple al azar, se secaron y tamizaron empleando un tamiz de 1 mm, posterior a esto
se realiz6 la bioaumentacién empleando agua peptonada al 2 %. Para la identificacién y el aislamiento
se realizaron diluciones seriadas desde 102 hasta 10® y se sembro segun la técnica de placa vertida.
La identificacién de especies se realizdé con pruebas bioquimicas usando Vitek 2.0 para las bacterias,
ademas de caracterizacién macroscopica y microscopica para los hongos y uso de claves dicotémicas.
Finalmente se llevd a cabo el uso de MM en la produccién de compostaje que posteriormente se emple6
en cultivos de aromaticas, en este caso hierbabuena y toronjil. Se espera determinar la biodiversidad de
mm en la zona e implementar una alternativa de agricultura sostenible.
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An evaluation of mountain microorganisms (MM)
in the production of aromatic crops

Abstract

The mountain microorganisms (MM) can be found in the superficial and organic layer of all soil of
a natural ecosystem not intervened, its use allows to improve the soil conditions by what the addition
of microbial preparations in order to accelerate the degradation of Organic matter in composting has
been implemented in agricultural practices around the world. Therefore, the objective of this project is
to evaluate mountain microorganisms isolated from soil from the El Exilio farm in the Municipality of
Tenjo-Cundinamarca and establish their potential as composting accelerators through agricultural crops.
We took nine soil samples consisting of litter and humus following the simple random sampling method,
dried and sieved using a 1 mm sieve, after which bioaugmentation was performed using 2% peptonated
water. For the identification and isolation, serial dilutions were made from 102 to 10*® and planted
according to the poured plate technique. The identification of species was carried out with biochemical
tests using Vitek 2.0 for bacteria, in addition to macroscopic and microscopic characterization for fungi
and the use of dichotomous keys. Finally, the use of MM was carried out in the composting production
that was later used in aromatic crops, in this case: Spearmint, Melissa. It is expected to determine the
biodiversity of MM in the area and implement an alternative sustainable agriculture.

Keywords: Mountain Microorganisms, Composting, Domestic Solid Waste.
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Introduccion

El suelo es uno de los ecosistemas
mas diversos que proporciona los nutrientes
necesarios para el crecimiento de las plantas,
debido a las diversas interacciones entre suelo,
microorganismos y ambiente que se dan en
él (Garcifa, 2015). Para la sostenibilidad de
los ecosistemas se ha potenciado el uso de
microorganismos benéficos, entre ellos, los MM
(Campo, Acosta, Morales y Prado, 2014; Garcia,
2015) que se constituyen por colonias de mohos,
levaduras y bacterias autdctonas (Campo et
al, 2014), que van a biotransformar la materia
organica, acelerando la descomposicién de
materia organica y la degradacién de sustancias
toxicas (Corrales y Montoya, 2016).

El desarrollo de esta practica se llevé a
cabo en los afios 80 por Teruo Higa y surgié como
una alternativa para producir microorganismos
eficientes de bajo costo, aprovechando la
diversidad microbiana autéctona, taxondmica
y funcionalmente empleando medios de cultivo
poco sofisticados (Garcia, 2015).

Los MM generalmente provienen de
zonas con poca intervencion humana y se
utilizan como fertilizantes que ayudan a
eliminar otros microorganismos patégenos
por comportamientos antagoénicos (Campo et
al, 2014; Ramos, Leodn, Garcia y Aguilar, 2016).
Las interacciones que presentan los MM son
multiples, entre ellos se encuentran bacterias
fotosintéticas, bacterias productoras de acido
lactico, actinomicetos, hongos filamentosos y
levaduras (Garcia, 2015), entre los que estan
Rhodopseudomonas  spp, Lactobacillus  spp,
Saccharomyces spp y actinomicetos (Campo et
al, 2014) que desarrollan una metabolizacién
de nutrientes para el mejoramiento del suelo,
aprovechando las comunidades microbianas
nativas de la region (Garcia, 2015).

Por otro lado, el aumento poblacional
ha generado una carga ambiental mayor sobre
el suelo y el aire (Rodriguez y Tafur, 2013),

por lo cual el uso de fertilizantes y pesticidas
ha aumentado exponencialmente con el fin
de mejorar la productividad de los cultivos
(Alvarez, Goémez, Herrera y Echavarria, 2013);
donde el desecho incorrecto de los residuos
so6lidos se ha convertido en una potente fuente
de contaminacién ambiental (Rodriguez y Tafur,
2013) generando erosién del suelo, desequilibrio
fisicoquimico y microbiolégico (Alvarez et al,
2013; Rodriguez y Tafur, 2013) y en casos mas
extremos puede desencadenar problemas de
salud publica por una alta concentracién de
compuestos organicos (He et al, 2013; Junta de
Andalucia, 2003).

Estos residuos so6lidos domésticos se
caracterizan por ser restos alimenticios de origen
animal o vegetal (Garcia, 2015) que en presencia
de oxigeno son biodegradables y se pueden
procesar para elaborar compostaje (Alvarez et al,
2013), mediante un proceso bioxidativo donde se
lleva a cabo la mineralizacién y la humificaciéon
de sustancias organicas por medio de reacciones
microbianas,dandolugaraun producto altamente
estable (Mesas y Alegre, 2011) considerado como
abono organico gracias a su alto contenido de
nutrientes (Alvarez et al., 2013).

En la transformacion de la materia organica
(compostaje) se ve implicada una sucesién de
comunidades microbianas (Mesas y Alegre,
2011) en presencia de oxigeno y nutrientes como
el nitréogeno y el carbono (Romdan, Martinez y
Pantoja, 2015), los microorganismos liberan
calor a lo largo de este proceso por lo cual se van
a hacer visibles tres etapas (Umafia, Rodriguez y
Rojas, 2017): una primera fase mesoéfila donde
se inicia la transformacién de materia organica a
temperatura ambiente y al cabo de unos dias esta
aumentaa45 °C; unasegundafaseterméfiladonde
la temperatura supera los 45°C y se adicionan
bacterias termofilas, con el fin de degradar
fuentes de carbono mas complejas y, finalmente,
una tercera etapa donde se presenta una segunda
fase mesofila, la temperatura baja hasta los 40 °C
y se inicia el proceso de maduracién (Roman et
al,, 2015).
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El uso del compostaje produce un
enriquecimiento directo del suelo, aportando
elementos esenciales para su mejoramiento
como nitrégeno, fésforo y potasio (Roman et al,
2015), mejorando asi la estructura del suelo y
la movilizaciéon de los nutrientes (Rodriguez y
Tafur, 2013; Umafia et al., 2017); sin embargo,
el compostaje no logra proveer la cantidad
suficiente de macronutrientes que ofrecen los
fertilizantes agroquimicos del mercado (Alvarez
etal, 2013; Rodriguez y Tafur, 2013).

Actualmente, el desarrollo de wuna
agricultura sostenible es vital para satisfacer la
demanda alimenticia y para mantener servicios
ambientales para la vida (Castro, Murillo, Uribe
y Mata, 2015), donde se ve implicado el modelo
de produccion agricola que ha promovido
la inoculacién con microorganismos para la
promocion del crecimiento vegetal y el control
biologico de patogenos (He et al, 2013). En
estudios anteriores se ha sugerido que la adicién
de microorganismos autdctonos al compostaje
puede solucionar los requerimientos de
macronutrientes, dado que esta combinacion
puede desarrollar una sinergia metabdlica
(Campo et al, 2014; Higa y Parr, 1989).

La adicién de MM, conocidos también como
“consorcios microbianos”, se presenta como una
nueva alternativa por su diversidad funcional y
su composicion (Castro et al, 2015), ya que van a
cumplir roles benéficos en los procesos bioldgicos
que se llevan a cabo en los suelos (He et al,, 2013);
siendo una alternativa artesanal y de bajo costo
sin tener efectos nocivos o patdgenos, ni estar
modificados genéticamente (Castro et al, 2015;
Higa y Parr, 1989), donde ademas, por tratarse de
microbiotanativa, se vaa enriquecer biol6gicamente
elabono (Castroetal,2015)ayudandoalaactivacién
y la recuperacién de la vida en el suelo por medio
de los biopreparados fermentados (Borrero, Arias,
Campos y Pacheco, 2015).

Adicional a esto, se ha reportado que los
MM pueden tener un efecto insecticida, lo cual va
a a tener un resultado positivo en la germinaciéon

y productividad de biomasa y peso seco en las
plantas provenientes de un tratamiento con
adicion de MM (Ramirez, 2017).

Caracterizar la biodiversidad de los
microorganismos cultivables de montafia en los
suelos colombianos es de suma importancia,
porque actualmente se desconoce cerca del
99 % de la diversidad microbiana (Lizarazo y
Gomez, 2014) y la eficiencia de los MM ha sido
demostrada en varios paises (Sanchez, Ospina
y Montoya, 2017), aportando una aproximacién
de la funcion que tienen en la elaboracion de
compostaje y su papel en el mejoramiento de la
calidad del suelo.

Actualmente, en el municipio de Tenjo,
no se tienen reportes acerca de la diversidad
microbiana de montafia del suelo ni se tiene
conocimiento sobre la eficiencia que pueden
tener ciertos microorganismos autdctonos en la
produccién de compostaje, para que a largo plazo
este se pueda emplear con el fin de optimizar
el manejo de los residuos organicos de la zona
y producir cultivos organicos. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion es evaluar MM
aislados de suelo proveniente de la finca El Exilio
en el municipio de Tenjo, Cundinamarca, como
potenciales aceleradores de compostaje a través
de cultivos de aromaticas.

Métodos
Area de estudio

El municipio de Tenjo esta localizado a los
4252’ 27" de latitud norte y 742 08’ 54” de latitud
oeste, con una precipitacion media de 742 MM.
Se encuentra en la cordillera oriental colombiana
(figura 1), limitando con los cerros de Juaica al
norte y Majui al sur, y de manera longitudinal al
rio Chici que se considera su principal fuente
hidrografica, ya que atraviesa de norte a sur el
municipio. La vereda Martin Espino donde se
encuentra ubicada la finca el Exilio cuenta con
735 hectareas, lo que equivale al 6,5 % total de la
extension del municipio (Gémez, 2016).
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COLOMBIA

IMAGEN: Pauls Méndez

Figura 1. Ubicacién de la zona de estudio

Fuente: elaboracién propia.

Recoleccion de microorganismos de
montafia

Seleccion y cuadricula del terreno

El terreno correspondié a una zona con
una altura media de 2630 m s. n. m. en la finca El
Exilio en el municipio de Tenjo, Cundinamarca, en
la vereda Martin y Espino, ubicada a 4° 51” 2’ al
norte 54° 6” 4’ al oeste. El area total del terreno
fue de 10 m2, alrededor del este se realizé una
cuadricula tomando un metro por cada lado,
empleando estacas de 30 cms para los extremos
y de 20 cms para los interiores, sujetdndolas con
pita de color blanco.

Toma de muestras

Se seleccionaron ocho cuadrantes de
manera aleatoria evitando los extremos (figura
2), para cada muestra se recolecté como minimo
1000 g de la capa superficial del suelo de cada
cuadrante y se depositd en bolsas de polietileno
con cierre hermético, se tomdé una novena
muestra constituida de hojarasca perteneciente
a los ocho cuadrantes. A cada cuadrante se le
midio la altura (m s. n. m.), temperatura (°C), pH
y el peso (g) y se les asignd un cédigo de muestra
(M0O, M01, M02, M03, M04, M05, M06, M07,
MO08) respectivamente, donde a la muestra de
hojarasca se le asigno el c6digo M0O. Las muestras
se trasladaron al laboratorio de microbiologia de
la Universidad de La Salle para ser procesadas.
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Figura 2. Distribucién de los cuadrantes en el terreno

Fuente: elaboracién propia.

Secado y tamizado del suelo

Las muestras se extendieron por separado
en % de papel kraft marcado con el cédigo de
cada muestra y se dejaron secar al ambiente
durante cuatro dias. Posterior a esto se realizé
el tamizado empleando una tamizadora BioBase
112586, con tamicesde 2 mm, 1,4 mm, 1,2 mmy 1
mm con una duracién total de 360 segundos; una
vez terminado este proceso se conservo el suelo
obtenido después del tamiz de 1 mm en bolsas
de polietileno con cierre hermético para realizar
la bioaumentacion. Para la muestra de hojarasca
(M00), posterior al secado, se realizé un molido
para facilitar el proceso de tamizaje.

Bioaumentacion de los MM del suelo
Activacion de MM

Para cada muestra se tomaron 90 ml de
agua peptonada al 2 % en un frasco Schott de 250
mly se le adicionaron 10 g de suelo, se mezclaron
y se dejaron durante siete dias en un shaker a 165

rpmy a 37 °C; esta solucién se denomindé solucién
madre y al cabo de los siete dias se detuvo el
shaker y se procedieron a realizar las diluciones
seriadas y las siembras.

Diluciones seriadas y siembras

A partir de la activacion de MM se tom¢ 0,1
ml de cada solucién madre y se adicion6 sobre 9,9
ml de agua peptonada estéril, con el fin de realizar
diluciones 1/100 desde 10 hasta 10'°. Para las
siembras se utilizaron las diluciones desde 10-
6 hasta 10- 16 de cada muestra y se sembraron
por técnica de placa vertida en Agar spc,
adicionando 0,1 ml de cada dilucién sobre la cual
se afladieron aproximadamente 20 ml de Agar, se
realizaron movimientos circulares en el sentido
de las manecillas del reloj, en contra, verticales
y horizontales, con el fin de homogeneizar la
muestra. En Agar pda se sembro, adicionalmente,
contécnicaporextension en placa conayudade un
asa Digralsky de cristal estéril tomando 0,1 ml de
cada dilucién y extendiéndola con movimientos
circulares. Se sembr6 la solucién madre por
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agotamiento en Agar Cetrimide, McConkey, emb
y Baird-Parker (bp).

Caracterizacion de MM

Se realiz6 el recuento de mesoéfilos totales
y se hizo el calculo de las unidades formadoras
de colonias (UFC) para la dilucion de 10-14
de cada muestra; por otro lado, se efectu6 la
caracterizacién macroscépica de cada una de las
colonias, teniendo en cuenta el color, la superficie
y el borde, y caracterizaciéon microscopica, con
el fin de visualizar la morfologia de cada colonia
y su coloracion, esto se llevé a cabo por medio
de una tincién de Gram y la observaciéon en el
microscopio a 100x, ademas se realiz6 registro
fotografico de cada colonia.

Este proceso se realizé para los medios
diferencias y el agar SPC; para el agar pda se
realiz6 igualmente el recuento de UFC y se hizo
la caracterizacion macroscopica, destacando
caracteristicas del anverso y el reverso de cada
colonia en la caja de petri, donde ademas para
los hongos filamentosos se registré el diametro,
para la caracterizaciéon microscépica se realizd
un montaje en fresco de mohos y levaduras con
azul de lactofenol y se observé a 10x y 40x en
el microscopio, se describieron las diferentes
estructuras y se hizo registro fotogréafico.

Identificacion de MM

La identificacion de las colonias
bacterianas se realizé por medio del sistema de
identificacion bioquimica automatizado Vitek
2.0, empleando tarjetas gn (Gram Negative). Para
esto se realizaron diluciones de cada colonia
bacteriana en 3 ml de solucién salina al 45% con
el fin de obtener una densidad entre 0,7 y 0,9 en
la escala de McFarland que se midi6 usando un
densitometro. Posteriormente, se dispusieron las
tarjetas en las diluciones y se realiz6 la lectura
pasadas 16 horas. Ademas, se tuvieron en cuenta
caracteristicas macroscépicas y microscdpicas.
Para las colonias fungicas se utilizaron claves
dicotémicas de J.A von arx, (1974).

MM en fase solida

Para la activacién de los microorganismos
se tomaron nueve kg de suelo fértil que se
mezclaron con 11 kg de semolina de arroz
como fuente de proteina y dos kg de melaza
de cafia disueltos en cuatro litros de agua sin
clorar, con el fin de aportar carbohidratos. Se
mezclé homogéneamente y se adiciond un litro
de agua sin clorar para mantener la humedad
al 40 % que se midi6 empleando la prueba del
pufio. La mezcla se deposité en un contenedor
de 60 litros y se compacté con el fin de eliminar
y evitar la acumulaciéon de oxigeno. Se cerré
herméticamente y se dejé reposar en sombra
durante siete dias. Al octavo dia se midié el
pH de la mezcla que estaba por debajo de
cuatro, presentando olor agridulce y color café-
anaranjado (Ramos et al.,, 2016).

MM en fase liquida

Esta fase se realiza con el objetivo
de reproducir los microorganismos que se
encuentran en estado de latencia, se agregara un
kilogramo de MM que se depositaran en una tela
porosa y se afiadiran 18 litros de agua sin cloro
y un kilogramo de melaza, esto se introducira en
un contenedor evitando que los MM toquen las
paredes del mismo, se sellara herméticamente
para evitar la entrada de oxigeno para la
activacién de mohos, levaduras y bacterias bajo
sombra en un periodo de 15 dias (Ramos et al.,
2016).

Produccion de compostaje usando
los MM aislados y activados en la
bioaumentacion

Elaboracion del compostaje

Serealizard seginlametodologia propuesta
por Palmero (2010) en un sistema tradicional en
pilas y la adicién de los MM se hara pasados los
14-20 dias de su activaciéon (Rodriguez y Tafur,
2013).
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Uso de MM en cultivos agricolas de
aromaticas

El compostaje elaborado se usard en una
prueba piloto con cultivos aromaticos de Melissa
officinalis y Mentha spicata; el cultivo se realizara
siguiendo la metodologia propuesta por Corrales
y Montoya (2016); usando un cajén de madera
de 30 cm de profundidad y un metro de largo, el
cual se forrara con plastico aislante, se dividira en
cuatro compartimentos con el fin de sembrar 10
semillas por cada tratamiento de planta aromatica
y 10 semillas germinadas como control.

Resultados
Parametros in situ

Como resultados preliminares se ha
obtenido que, en cada cuadrante, como se

Tabla 1. Parametros in situ de las muestras recolectadas

Parametro Temperatura

Muestra -
MO0 =
MO1 15
MO02 16
MO3 16
MO04 16
MO5 15
MO6 14
MO7 14
MO8 14

Fuente: elaboracion propia.

observa en la tabla 1, se registraron los
parametros in situ. Para la muestra MO0O
no se obtuvo ningin pardmetro dadas las
condiciones de la muestra. La temperatura de
cada cuadrante se encontr6 en un rango entre
14°C y 16 °C, donde las muestras M06, M07,
MO8 corresponden a 14 2C, las muestras M03,
MO04 tuvieron 16 °C y las muestras M01 y M05
obtuvieron una temperatura de 152C. Por
otro lado, el pH estuvo en un rango entre 7,6
y 8, siendo las muestras M02 y M06 las mas
alcalinas y la M04 la mas neutra. Finalmente,
los cuadrantes seleccionados se encontraron en
alturas entre los 2362 m s. n. m. para la muestra
MO02, ubicada en el extremo superior izquierdo
del terreno y 2579 m s. n. m. para la muestra
M08, ubicada en el extremo inferior izquierdo.

pH Altura
8 2389
8,5 2362
83 2391
7.6 2451
7.8 2523
8 2550
7.9 2559
7.7 2579
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Caracterizacion e identificacion de MM

En los medios diferenciales se lograron
aislar alrededor de siete morfotipos diferentes
pertenecientes al género Pseudomonas spp,
caracterizados por formar colonias de bacilos
gram negativos no esporulados y sin capsula,
con apariencia blanca, borde liso, forma circular
y textura cremosa en cetrimida, donde ademas
al observar bajo luz uv refleja presencia de
fluorescencia.

Entre los microorganismos mas
abundantes se encontr6 la especie Escherichia
coli, caracterizada por presentar en su morfologia
bacilos gram negativos sin capsula con colonias de
color negro azulado, apariencia cremosa, forma
circular, superficie convexa y borde redondo con
presencia de brillo metalico en agar EMB.

Por otro lado, en agar bp se identificaron
colonias de Proteus mirabilis caracterizadas
por sus estructuras morfologicas de bacilos sin
capsula que tifien gram negativo y presentaban
colonias con coloracion negra, apariencia
cremosa superficie planoconvexa, forma circular
y borde redondo.

En las bacterias identificadas por medio de
Vitek 2.0 se encontraron: Enterobacter aerogenes,
Klebsiella  oxytoca, Pseudomonas  stutzeri,
Sphingomonas paucimoilis, Serratia fonticola,
Serratia liquefaciens, Rhizobium radiobacter,
Citrobacter  freundii, Brucella melitensis,
Acitenobacter iworfii y Myroides spp.

Se lograron identificar mohos
pertenecientes al género Penicillium spp,
caracterizados por su morfologia de hifas sin
septo y presencia de fialide con conidios que
formaron colonias en el anverso de color verde,
forma filamentosa, textura arenosa y borde
lobulado, y en el reverso de color naranja con
borde blanco sin generar coloracién al medio y
algunos Fusarium spp y Aspergillus spp.

Discusion

El andlisis microbiolégico obtenido
resultd en una alta presencia de bacterias, media
en hongos y sin evidencia de actinomicetos,
contrario alo sugerido por Ramirez (2012), quien
habla de MM como inéculos microbianos con
altas poblaciones principalmente de hongos; sin
embargo, en el estudio de Campos et al. (2016) se
obtuvo una tendencia baja en hongos, media en
bacterias y alta en actinomicetos.

Se identificaron bacterias patégenas como
Pseudomas sp. y colonias fingicas de Fusarium sp.,
de lo cual Campos et al, (2016) infieren que son
propias de una zona agricola, por lo cual sugieren
su uso potencial en la agricultura doméstica.
Adicionalmente se evidencié presencia de
Rhizobium radiobacter, encargada de la fijacion
de nitrogeno y propia del suelo (Pifierua et al,
2013), que, en lo propuesto por Richardson
et al, (2009)eutrophication, climate change,
translocation and habitat modification appear
to be promoting jellyfish (pelagic cnidarian and
ctenophore se indica que la inoculacién con estas
aumenta la absorcion de nutrientes como Ca, K,
Fe, Cu, Mn, Zn, ademds disminuyen el pH de la
rizosfera, haciendo que los nutrimentos estén
disponibles en zonas adyacentes a la raiz.

A futuro, por medio del compostaje y los
cultivos aromaticos, se espera comprobar lo
demostrado por Camacho, Uribe, Newcomer,
Masters y Kinyua, (2018) y Castro et al, (2015),
donde pormedio delaadicion de MM se beneficien
las propiedades quimicas y bioldgicas del suelo
utilizado en las unidades experimentales, que a
su vez promuevan el crecimiento de las plantas
de hierbabuena y toronjil. Donde los MM acttien
como agente optimizador del compostaje,
obteniendo un producto final con una mayor
concentracién de macronutrientes, contenido de
materia organica, carbono, retencién de humedad
y concentracion de biomasa microbiana, que
finalmente les permita ser utilizados como
insumo en un modelo de agricultura sostenible.
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