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Resumen

El presente trabajo pretende sistematizar la informacion publicada en los Gltimos 10 afios relacionada
con los microrganismos eficientes (ME), sus métodos de recoleccion, reproduccion y conservacion, asi
como también sus propiedades funcionales y aplicaciones agricolas. Se hizo una recopilacion de
informacion principalmente de publicaciones cientificas sobre experiencias en la inoculacion,
tecnologias de reproduccidn, preservacion, utilizacion y beneficios esperados de su aplicaciéon. La
investigacion bibliogréafica se desarrollé en Ciudad Universitaria “Dr. Fabio Castillo Figueroa”, final
de AV. Martirer y héroes del 30 de julio, San Salvador, El Salvador AC. La investigacion se realizd
con el objetivo de describir basado en la literatura cientifica la importancia que los ME aportan al
ambito agricola, agroindustrial y ambiental para tratar de disminuir o evitar el uso de sustancias
nocivas para el medio ambiente ya que estos enriquecen los suelos y diversos procesos que contribuyen
a mejorar los mismos, asi como los cultivos, alimentacion animal, en la industria en el control y
reutilizacion de residuos agroindustriales entre otros. A su vez con el objetivo de tener una fuente de

informacidn para futuros profesionales que busquen incursionar en el tema.
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Abstract

This paper aims to systematize the information published in the last 10 years related to efficient
microorganisms (EM), their collection, reproduction and conservation methods, as well as their
functional properties and agricultural applications. A compilation of information was made mainly
from scientific publications on experiences in inoculation, reproduction technologies, use and benefits
expected from its application. The bibliographic research began in Ciudad Universitaria “Dr. Fabio
Castillo Figueroa”, end of AV. Martyr and heroes of July 30, San Salvador, El Salvador AC. The
research was carried out with the objective of describing, based on the scientific literature, the
importance that MEs bring to the agricultural, agro-industrial and environmental fields to try to reduce
or avoid the use of substances that are harmful to the environment since they enrich the soils and
various processes that contribute to improving them, as well as crops, animal feed, in the industry in
the control and reuse of agro-industrial waste, among others. At the same time with the objective of

having a source of information for future professionals who seek to venture into the subject.
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l. Introduccion

Los microorganismos eficientes o ME (del inglés Efficient Microorganism) consisten en productos
formulados liquidos que contienen mas de 80 especies, algunas especies son aerdbicas, anaerobicas, e
incluso especies fotosintéticas cuyo logro principal es que pueden coexistir como comunidades
microbianas. Las producciones agricolas limpias constituyen una prioridad en los programas de
desarrollo de varios paises. Los microorganismos eficientes (ME) desde la década de los 80°s gracias a
las investigaciones del cientifico Teruo Higa, profesor de horticultura de la Universidad de Ryukyus en
Okinawa, Japon han demostrado ser una alternativa eficiente y sostenible en la produccion de
alimentos (Hoyos et al. 2008).

Segun Quevedo J, 2018. establece que los ME agrupan una gran diversidad microbiana que agrupan:
bacterias acido-lacticas, bacterias fotosintéticas, levaduras, actinomicetes y hongos lamentosos con
capacidad fermentativa. Desde el punto de vista agricola los ME promueven la germinacion de
semillas, favorecen la aireacion en los suelos, el crecimiento y desarrollo de los frutos y permiten una
reproduccion mas exitosa en las plantas. Adicionalmente se ha demostrado que mejoran las
propiedades de los suelos, incrementan la fertilidad quimica de los mismos y suprimen a varios agentes

patdgenos causantes de enfermedades en numerosos cultivos.

Desde el punto de vista fisiolégico se ha determinado que los ME incrementan la capacidad
fotosintética de los cultivos, asi como su capacidad para absorber agua y nutrientes. Ademas, mejoranla
calidad y reducen los tiempos de maduracion de abonos organicos, en particular, el composteo. Todos
estos aspectos explican el incremento del rendimiento agricola y el amplio uso de los ME asi como
productos derivados de estos como los violes y en el campo de la industrial en el manejo de los
residuos o reutilizacion de estos entre otros. El presente trabajo pretende desarrollar y sintetizar parte
de la informacién publicada en los dltimos 10 afios relacionada con los ME, sus propiedades

funcionales y aplicaciones agricolas.
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I. Planteamiento del Problema

La agricultura organica constituye una parte cada vez mas importante del sector agricola por susventajas
ambientales y economicas, lo cual nos lleva a pensar que dia a dia méas personas se dancuenta de lo
importante que es consumir alimentos sanos, libres de residuos que la agricultura convencional no les
proporciona. De igual manera los agricultores ven que en un corto plazo sus sistemas tradicionales de
cultivo seran cada vez menos sostenibles debido a su alta dependencia de insumos, por lo que la
agricultura organica se presenta como una opcion interesante, en la que sin embargo es fundamental

una adecuada fertilidad del suelo para asegurar una produccién de calidad.

En tal sentido, una alternativa para mejorar la fertilidad de los suelos en El Salvador pueden serlos
Microorganismo Eficientes, los mismos que son un cultivo microbiano mixto, de especies
seleccionadas de microorganismos benéficos, que inoculados al suelo contribuyen a restablecer el
equilibrio microbiano, muchas veces deteriorado por las malas practicas de manejo agrondémico; estos
a su vez contribuyen a acelerar la descomposicion de los desechos organicos en el suelo, lo cual

incrementa también la disponibilidad de nutrientes para las plantas.
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1. Objetivos

3.2 Objetivo general

» Elaborar una guia técnica de industrializacion sobre los procesos de recoleccion,
reproduccion y conservacion de los microorganismos eficientes.

3.3 Objetivos especificos

 Definir un inventario de los grupos microbianos que los componen.

» Desarrollar las principales caracteristicas, propiedades funcionales que desempefian y sus
aplicaciones como productos agricolas.

» Analizar las tecnologias de recoleccion, reproduccién y generalidades de conservacion
de estos.

15



1. Estado del arte

Son muchas investigaciones realizadas acerca de los ME, algunos han descrito una especie de forma
especifica, otros han utilizado mesclas de varias especies, a continuacion, una resefia de las

investigaciones hechas en este tema.

Evaluacion de dos sistemas de compostaje con la accién de microorganismos eficientes en la

planta agroindustrial UTE sede Santo Domingo

Se evaluo los sistemas de compostaje aerobico y anaerdbico bajo la accién de microorganismos
eficientes y autdctonos. Se desarrollé en la Granja Experimental de la Universidad Tecnoldgica
Equinoccial, Escuela de Ingenieria Agropecuaria Campus Santo Domingo Arturo Ruiz Mora, con el
fin de identificar el mejor sistema de compostaje para desechos orgéanicos de la planta agroindustrial,a
mas de establecer la accion de los microorganismos en cada sistema de compostaje y analizar los
productos y subproductos obtenidos; Se evalud la variable tiempo de descomposicion de la materia
organica, asi como fluctuaciones de temperatura durante la descomposicion del compostaje,
realizando un analisis de varianza y una comparacion mdultiple de medidas determinando que el
sistema aerdbico es el que en menor tiempo realizd el proceso frente al anaerobico, la accién de los
microorganismos fue similar para los autdctonos y los eficientes, los lixiviados generados poseen
cantidades de nutrientes y microorganismos por lo que resulta indispensable su manejo para evitar

contaminacion UTE (Universidad Tecnoldgica Equinoccial, Santo Domingo).

Manejo integrado del cultivo de banano, usando biocarb6n y microorganismos eficientes

Segun FAO EI mercado internacional busca actualmente fruta de produccién orgéanica cuya carga
quimica en su ciclo de cultivo sea minima y no altere su valor nutricional. En este trabajo se estudid
el efecto de implementar el uso del biocarbdn en conjunto con los microorganismos eficientes (ME)
para mejorar la calidad fitosanitaria del cultivo de banano, y reducir la carga quimica en el control de
Sigatoka negra a cero ciclos de fumigacion, brindando una alternativa segura para la sostenibilidad,
calidad y salud del medio ambiente mediante la aplicacion del manejo integrado del cultivo (QuevedolJ
2018).
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Elaboracion de abono organico con residuos domésticos de alimentos y tratados con
microorganismos eficientes

En la investigacion se demostro que los RDA (residuos domésticos de alimentos) separados y tratados
en sitio con microorganismos eficientes se disminuye el olor generado por gases mezclados con
zeolita para disminuir la toxicidad y realizando andlisis sensoriales, microbioldgicos y fisicoquimicos
(Tolentino G 2020).

Experiencia en AMER Consultores de EI Salvador.

AMER consultores es una empresa privada dedicada a la produccion agropecuaria con enfoque de
sostenibilidad, siendo una de las tecnologias aplicadas en sus procesos la aplicacién de microrganismos
eficientes basados en la aplicacion de varias especies entre ellas Lactobacillus platarum, Lactobacillus
casei, Lactobacillus fermentum, Bacillus subtillis, Bacillus pumillis, Saccharomyces cerevisiae y
Rhodopseudomonas comunicacion personal con AMER Consultores.

Proceso de reproduccidn de bacterias fototroficas mediante bio fermentacion

Este trabajo consistié en la elaboracion y produccion de un biofertilizante utilizando como ingrediente
principal a las bacterias fototréficas (actinomicetos, bacterias fototroficas y bacteriaslacticas), para ello
se recolectd material vegetal en estado de descomposicién (hojarasca de arboles), en los predios de la

FACIAG, y luego a través de la bio fermentacidn se logré fabricarel biofertilizante (Mendoza L 2019).
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V. Revision Bibliografica de la investigacion

5.1 Microorganismos eficientes

ME significa microorganismos eficientes. Su concepto y tecnologia fue desarrollado por el Doctor
Teruo Higa en la Universidad de Ryukyus, Okinawa, Japon, y el estudio se completd en 1982. El
principio fundamental de esta tecnologia fue la introduccion de un grupo de microorganismos
benéficos para mejorar las condiciones del suelo, suprimir putrefaccién (incluyendo enfermedades)
microbios y mejorar la eficacia del uso de la materia organica por las plantas. Investigaciones muestran
que la inoculacion de cultivos de ME al ecosistema del suelo/planta mejora la calidad y salud del suelo,

y el crecimiento, produccion, calidad de los productos (Chavez 2017).

5.2 Grupos microbioldgicos que conforman los microorganismos eficientes

Los Microorganismos Eficientes son una combinacion de microorganismos beneficiosos de cuatro
géneros principales: Bacterias fototroficas, levaduras, bacterias productoras de acido lactico y hongos
de fermentacion. Estos microorganismos efectivos cuando entran en contacto con materia organica
secretan substancias beneficiosas como vitaminas, &cidos orgéanicos, minerales quelatados y
fundamentalmente substancias antioxidantes. Ademas, mediante su accién cambian el micro y macro
flora de los suelos y mejoran el equilibrio natural, de maneraque los suelos causantes de enfermedades
se conviertan en suelos supresores de enfermedades,y ésta se transforme a su vez en tierra. (Horwath
2017).

5.2.1 Bacterias fototroficas

Las bacterias fototropicas son un grupo de microbios independientes y autosuficientes. Estas bacterias
sintetizan sustancias Gtiles de secreciones de raices, materia organica y/o gases dafiinos (ej: acido
sulfhidrico) con el uso de luz solar y calor del suelo como fuentes de energia. Estas sustancias Utiles
incluyen aminoéacidos, acidos nucleicos, sustancias bioactivas y azlcares, los cuales promueven

crecimiento y desarrollo de la planta (Feijoo2016).

Los metabolitos hechos por estos microorganismos son absorbidos directamente por las plantasy acttian
como sustrato para el incremento poblacional de microorganismos benéficos. Por ejemplo, en la
rizosfera las micorrizas vesiculares, arbuscular (VA) se incrementan gracias a la disponibilidad de
compuestos nitrogenados (aminoacidos) que son secretados por las bacterias fototropicas. Las

micorrizas VA en respuesta incrementa la solubilidad de fosfatos en el suelo y por ello otorgan fésforo
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que no era disponible a las plantas. Las micorrizas VA también pueden coexistir con azobacter y
rizobiums, incrementando la capacidad de las plantas para fijar nitrogeno de la atmosfera (Feijoo
2016).

Figura 1. micorrizas vesiculares. (Feijoo 2016)

5.2.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos representadas por varios géneros con
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y metabolicas en comun. En general las BAL son cocos o0
bacilos gran positivos, no esporulados, no moviles, anaerdbicos, microaerofilos o aerotolerantes. Las
bacterias acido lacticas tienen la habilidad de suprimir enfermedades incluyendo microorganismos
como fusarium, que aparecen en programas de cultivos continuos. EI uso de bacterias acido lacticas
reducen las poblaciones de neméatodos y controla la propagacion y dispersion de fusarium, y gracias a
ello induce un mejor ambiente para el crecimiento de los cultivos (Torres et al 2015).

Son microorganismos que tienen diversas aplicaciones, siendo una de las principales la fermentacionde
alimentos como la leche, carne y vegetales para obtener productos como el yogur, quesos, encurtidos,
embutidos, ensilados, bebidas y cervezas, entre otros. Son cocos o bacilos Gram positivos, no
esporulados, no moviles, anaerobicos, microaerofilicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y
benzidina negativas, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen &cido lactico
como el Unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos. Ademas, las BAL son acido
tolerante pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3, 2; otras a valores tan altos como
9,6; y la mayoria crece a pH entre 4 y 4,5. Estas caracteristicas le permiten sobrevivir naturalmente en
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medios donde otras bacterias no lograrian sobrevivir. Este grupo de bacterias incluye
géneros  como Lactobacillus (L. plantarum, L. casei) Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus
(S. lactis) y Pediococcus, que pueden ser aisladas a partir de alimentos fermentados, masas acidas,
bebidas, plantas y los tractos respiratorio, intestinal y vaginal de animales homeotérmicos entre otros
(Torres et al 2015).

— S L _ " y

Figura 2: Lactobacillus spp. (Torres et al 2015)

5.2.3 Levaduras

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de organismos unicelulares, incluyendo
especies patdgenas para plantas y animales, asi como especies no solamente inocuas sino de gran
utilidad. Las levaduras han sido utilizadas, desde la antigliedad, en la elaboracion de cervezas, pan y
vino, pero los fundamentos cientificos de su cultivo y uso en grandes cantidades fueron descubiertas

por el microbidlogo francés Louis Pasteur en el siglo XIX (Horwath 2017).

Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a su tamafio, forma y color. Son
consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son ovaladas, pero también pueden
encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica. Son mayores que las bacterias, alcanzando un
didmetro maximo de entre cuatro y cinco um. Se reproducen por fisiénbinaria 0 gemacion y algunas
pueden ser di morficas o bifasicas y crecen como micelio bajo condiciones ambientales especiales. Son
resistentes a antibidticos, sulfamidas y otros agentes antibacterianos de forma natural. Se conoce la
secuencia completa de su genoma y se mantiene en constante revision, lo que ha permitido la

manipulacion genética de los casi 6600 genes que codifican el genoma de levadura (Meena 2017).
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Son un grupo microbiano presente en la preparacion de los ME capaces de utilizar diversas fuentes de
carbono (glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa, maltosa, suero hidrolizado y alcohol) y de energia.
Varias especies del género Saccharomyces conforman esta comunidad microbiana, aunque prevalece
las especies Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis. Estos microorganismos requieren como fuente
de nitrégeno el amoniaco, la urea o sales de amonio y mezcla de aminoacidos. No son capaces de
asimilar nitratos ni nitritos. Otros nutrientesrequeridos por estos microorganismos es el fosforo que se
puede administrar en forma de &cidofosforico, magnesio (sulfato de magnesio), el calcio, el hierro, el
cobre, el zinc, vitaminas del complejo B. Las levaduras sintetizan sustancias antimicrobianas a partir
de azlcares y de aminoacidos secretados por bacterias fotosintéticas. Producen hormonas y enzimas
que puedenser utilizadas por las BAL. Como parte de su metabolismo fermentativo producen etanol el
cualen elevadas concentraciones puede tener actividad antifungica (Meena 2017).

Figura 3: Levaduras, microorganismos que ralentizan la fermentacion.
(Horwath 2017)

5.2.4 Actinomicetes

Los actinomicetos son bacterias filamentosas con cierta similitud con los hongos. El crecimiento
consiste en un micelio ramificado que tiende a fragmentarse en elementos bacterianos. Muchos
actinomicetos son de vida libre, particularmente en el suelo. Se destacan por su papel principal en la
solubilizacion de la pared celular o componentes de las plantas, hongos e insectos. Por ello tienen gran
importancia en el compostaje y en la formacion de suelos. Algunas especies de actinomicetes pueden

ser endofitos en tejidos vegetales (Vurukonda et al. 2018).
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Como componentes de ME Streptomyce albus y Streptomyces griseus son las principales especies de
actinomicetes informadas. Varias especies de actinomicetos, principalmente las que pertenecen al
género Streptomyces, son excelentes agentes de control bioldgico debido a su amplio repertorio para
producir compuestos antifungicos que inhiben el crecimiento micelial de varios hongos fitopatdgenos.
La actividadantagonista de Streptomyces contra hongos patdgenos generalmente esta relacionada con
la produccion de compuestos antifungicos como: enzimas hidroliticas extracelulares, se consideran
enzimas hidroliticas importantes en la lisis de las paredes celulares de Fusarium oxysporum

Schitdl., Sclerotinia minor Jagger y Sclerotium rolfsii Sacc (Vurukonda et al. 2018).

Figura 4: actinomicetes en medio de cultivo agar. (Vurukonda et al.
2018)

5.2.5 Hongos fermentadores

Los hongos contribuyen con los procesos de mineralizacion del carbono orgéanico del suelo; ademés
una gran cantidad de los hongos son antagdnicos de especies fitopatégenas. Por otro lado, los hongos
poseen la capacidad de reproducirse tanto sexual como asexualmente, en donde la segunda les permite
multiplicarse de forma réapida bajo condiciones favorables (sustratos acidos y ricos en carbono) y la
sexual (esporas) es mas comun bajo condiciones desfavorables. Los hongos poseen requerimientos
relativamente bajos de nitrogeno, lo cual les brinda una ventaja competitiva en la descomposicion de

materiales como la paja y la madera (Yang et al. 2017).
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Dentro de los principales representantes de estos hongos encontramos a las siguientes especies:
Aspergillus  oryzae (Ahlburg) Cohn, Penicillium sp, Trichoderma sp y Mucorhiemalis Wehmer. A.
oryzae es un hongo microscopico, aerobico y filamentoso. Esta especie ha sido utilizada
milenariamente en la cocina china, japonesa y de otros paises de Asia Oriental especialmente para
fermentar soja y arroz, aunque tambiéen se refiere actividad celulitica. Varias especies del género
Penicillium son excelentes degradadores de lignina y celulosa, muy comunes en los ecosistemas
tropicales por su capacidad de secretar enzimas extracelulares, su adaptacion a ambienteséacidos, y al

estreés hidrico, su rapido crecimiento (Yang et al, 2017).

Las especies pertenecientes al género Trichodermasp. Se caracterizan por ser hongos saproéfitos, que
sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia orgénica, los cuales son capaces de
descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerobios facultativos, lo que les permite
mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Las especies de Trichodermase encuentran presentes en
todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial. Esta distribucion tan amplia y su
plasticidad ecoldgica estan estrechamente relacionadas con la alta capacidad enzimatica que poseen
para degradar sustratos, un metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos. Las especies
de Trichoderma pueden ejercer diferentes mecanismos biocontroladores como: competencia por

espacio y nutrientes, el micoparasitismo, la antibiosis y la induccién de resistencia (Yang et al, 2017).

Figura 5:Trichoderma sp. (Yang et al, 2017)
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5.3 Tecnologia de recoleccion

Los ME se pueden obtener o cultivar de dos maneras. La primera es en forma liquida, los
Microorganismos Efectivos se hacen crecer en una solucion con un pH de 3.5, que se obtiene bajo un
tratamiento a alta presion por la interaccion de un grupo muy diverso de microorganismos aerobicosy
anaerdbicos que se encuentran en el medio ambiente en forma natural. Ellos incluyen altas
concentraciones de bacterias acido-lacticas (Lactobacillus y Pedicoccus), levaduras (Sacaromicetes) y
menores concentraciones de bacterias fotosintéticas, actinomycetes y otros organismos naturales
(Guim et al., 1995)

La segunda es en forma solida (el medio de cultivo es la hojarasca de bosque) y consiste en una mezcla
simbidtica de microorganismos encontrados en suelos poco alterados, como la montafia. Los primeros
grupos activos son un grupo de bacterias fotosintéticas, las cuales cuando se alimentan de una dieta
simple de melaza y humedad, producen un lixiviado de un alto poder nutritivo. El principio basico es
que cuando los ME se introducen dentro de un ambiente de biodegradacién anaerobia,ellos rapidamente
degradan la contaminacion metandgena y toxica, Ambas formas de aplicacién de los Microorganismos

Eficientes pueden acelerar el proceso de descomposicion de los desperdicios de cocina (Freitag, 2000)

5.3.1 ¢Como se obtienen los microorganismos efectivos?
Materiales:
1.Frasco de plastico (como los de yogurt de 1 litro) 120 gm. de arroz cocido
2. 1 pedazo de tela de algodon
3. 1lliga

Procedimiento

1. Poner el arroz cocido dentro del recipiente de plastico.

2. Tapar la boca del recipiente con el pedazo de tela de algoddn y asegurelo bien con la liga.
3. Enterrar el recipiente junto a un talud himedo, poniendo sobre él materia organica semi

descompuesta.
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Reclplente de plastico

Arroz cocido

Tapa de tela de algogon y liga

Figura 6: Preparacion de materiales para la reproduccion de M.E.
(Freitag, 2000)

5.3.2 ¢Como se cosechan los Microorganismos efectivos?

1. Después de 2 semanas se desentierra el recipiente y se saca el arroz que estara impregnado

demicrorganismos descomponedores de la materia organica.

2. Se licua el arroz se mezcla en una solucién a base de 1 litro de melaza y tres litros de agua

puray fresca (solucion madre).

Algunos recomiendan para potencializar los microorganismos benéficos, ponerle un pufiado de tierra
de la capa superficial y organica de suelo de un ecosistema natural donde no haya habido intervencion
(suelo de montafia) y se sumerge en la solucion en una media panty de mujer, como si fuera una bolsa
de té (Freitag 2000).

Después de pasado ese tiempo se debe colar, para luego usar.

e Dosis agricolas: un litro por bomba de 16 litros.

e Dosis como abono foliar: 1 cc en un litro de agua cada 15 dias.
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5.4 Tecnologia de reproduccion

Luego de haber recolectado los microorganismos eficientes (ME) se procede a la reproduccion, en
medio solido y posteriormente en medio liquido.

5.4.1 Medio solido
Materiales para preparar 5 quintales de Microorganismos eficientes en medio solido.

3-Quintales de Microorganismos eficientes previamente recolectados.
2-Quintales de semolina de arroz. (pulimento), harina de maiz o sorgo.
2-Galones de melaza

1-Barril plastico de 200 litros de capacidad, con tapadera y cincho metalico
1-Pala

1-Regadera

1-Mazo de madera

MEDIO SOLIDO Sellado del barril

Limpieza v desmenuzado

Agregar agua mielala
del material. T 0 -

mezcla.

Agregar semolina de -
T Diluir melaza con agua.
r

Figura 7:Elaboracion de M.E. medio sélido.
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5.4.2 Medio liquido

La reproduccion de microorganismos de montafia en medio liquido se realiza para incrementar la
cantidad de microorganismos benéficos reproducidos en medio sélido.

Materiales y equipo, para preparar 180 litros de microorganismos liquidos (MML).
12 libras de microorganismos solidos1 galon de melaza

180 litros de agua sin cloro
1 barril plastico de 200 litros de capacidad, con tapadera y cincho metélico.1 saco de manta o sintético.

MEDIO LIQUIDO Cerrar y sellar el barril;
dejarlo en reposo . protegido

de la luz, sol vy lluvia.

Colocar 12libras de
microorganismos solidos (MRS Llenar el barril con agua
dentro de un saco de manta o

plistico. hasta completar . 180 litros.

Mezclar en 150litros de agua sin Sumergir el saco con
cloro con 1 galon de melaza y microorganismos solidos, dentro

remover con una paleta de del barril, como si fuera bolsita
madera. de té&

Figura 8:Elaboracion de M.E. medio liquido.

5.4.3 Microorganismos eficientes comerciales y Microorganismos eficientes naturales

Segun Hoyos et al. 2008, los microorganismos eficientes comerciales o MEC consisten en productos
formulados que pueden contener una o varias especies de microorganismos, algunas especies son
aerdbicas, anaerobicas e incluso especies fotosintéticas cuyo logro principal es que pueden coexistir
como comunidades microbianas e incluso pueden completarse. La distribucion de estos productos

puede ser en estado liquido o solido (en polvo).

La composicion de estos productos dependera segun las necesidades de los compradores pues segin
Feijoo (2016) los MEC han mostrado efectos beneficiosos para el tratamiento de aguas negras,
reduccion de malos olores, en la produccion de alimentos libres de agroquimicos, el manejo de
desechos sélidos y liquidos generados por la produccién agropecuaria, la industria de procesamiento
de alimentos, fabricas de papel, mataderos y municipalidades, entre otros.
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En El Salvador no existen muchas empresas que se dediquen a la produccién, maquinacion, venta y
distribucion de estos productos. Una de las pocas empresas que elaboran y distribuyen estos tipos de
insumos, es AMER CONSULTORES S.A de C.V quienes han incorporado ME en la formulacién de
sus productos estrella EFICAZ, el cual utiliza los microorganismos como inoculante microbiano,
reestablece el equilibrio microbiolégico del suelo, mejorando sus condiciones fisicoquimicas,
incrementando la produccion de los cultivos y su proteccién, generando agricultura sostenible AMER
CONSULTORES S.A de C.V. 2021)

5.5 Activacion de los ME

El EM tiene varias expresiones, por ejemplo; ME Solucién Madre, ME Original, ME Bésico, ME
Concentrado etc, son diferentes nombres para el mismo producto, pero, esta uniformando su nombre
solo ME-1. Y él ME-1 viene unicamente en forma liquida y contiene microorganismos utiles y
seguros: Bacterias acido-lacticas 104, Bacterias fototroficas 103, Levaduras 103. (INFOAGRO
2011).

El ME-1 esta en estado latente (inactivo), para conservar a largo plazo, por lo tanto, antes de usarlo,
hay que activarlo, quiere decir “productos secundarios” de ME. (ME Activado = MEA) El cual puede
obtener mayor poblacion de microorganismos benéficos y también puede minimizar el costo. ME
Activado consiste en 5% de ME-1y 5% de melaza diluidos en 90% de agua limpia en un recipiente
herméticamente cerrado. Se deja para que se fermente durante una o dos semanas. Un olor agridulcey
un pH 3.5 0 menos indican que el proceso de activacién esta completo. Y la activacion es solo unavez,
si lo hace mas, se pierde equilibrio de los microorganismos, por lo tanto, no hay garantia sobre su
calidad y funcion. También debe usar los mismos materiales y volumen mencionado, si no afectaraa su
calidad. La calidad de MEA es muy importante y si activa con mala calidad, no trabaja ni actta
bacterias en el sitio. Por Lo que es mejor consulte a un distribuidor autorizado antes de activacion y

revise después de activacion sobre su calidad cada activacién (INFOAGRO 2011).
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Melaza 5%

‘ Tapa rosca

Agua limpia
90%

. S

Figura 9:Activacion de los microorganismos eficientes. (INFOAGRO 2011)

Durante una o dos semanas. Un olor agridulce y un ph 3.5 0 menos indica que el proceso de activacion
esta completo. Y la activacion es solo una vez, si lo hace méas, se pierde equilibrio de los
microorganismos, por lo tanto, no hay garantia sobre su calidad y funcion. también debe usar el mismo
materiales y volumen mencionado, si no afectara a su calidad. La calidad de MEA es muy importantey
si activa con mala calidad, no trabaja ni actda en el sitio. Por lo que es mejor consulte a un distribuidor

autorizado antes de activacion y revise después sobre su calidad cada activacion (NELE et al 2009).

5.6 Modo de accion de los microorganismos eficientes

Cardona (2001), manifiesta que los microorganismos eficientes actlan de manera que toman sustancias
generadas por otros organismos basando en ello su funcionamiento y desarrollo. Las raices de las
plantas secretan sustancias que son utilizadas por los microorganismos eficientes para crecer,

sintetizando aminoacidos, acidos nucleicos, vitaminas, hormonas y otras sustancias bioactivas.

EEAITAJ (2009), expresa que a través de los efectos antioxidantes promueven la descomposicion de
la materia organica y aumentan el contenido de humus. Los efectos antioxidantes de estos
microorganismos pasan directamente al suelo e indirectamente a las plantas, manteniendo asi la
proporcién de NPK y CN. Este proceso aumenta el humus contenido en el suelo, siendo capaz de

mantener una elevada calidad de la produccion.
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BACTERIAS
FOTOSINTETICAS

BACTERIAS
ACIDO-LACTICAS

SACCHAROMYCES
CEREVISIAE

MICROORGANISMOS
EFICIENTES

Figura 10:Actividad simbidtica de los M.E. (Cardona 2001)

5.7 Propiedades funcionales y aplicacion agricola de los grupos microbiolégicos

5.7.1 Modo de uso de ME: La utilizacion de los microorganismos eficaces ME en el mantenimiento

de cultivos puede darse mediante aplicaciones directas al suelo o al follaje (INFOAGRO 2011).

5.7.2 Aplicaciones al suelo: Las aplicaciones de ME al suelo, dependen del tipo del cultivo, de
tal manera se pueden clasificar las aplicaciones de ME dé la siguiente manera:

Cuadro 2:Frecuencia de aplicacion de ME en suelo (INFOAGRO 2011)

Tipo de cultivo EM/ha Dilucién Frecuencia de
aplicacion
Ciclo Corto 20 2%-5% 8-15 dias
Semipermanente 20 2% 15 dias
Permanentes 30 5% 30 dias

Es importante tener en cuenta, a la hora de la aplicacion de microorganismos al suelo:

1. Aplicar a primera hora en la mafiana antes de las 8:00 a.m., o en la tarde, después de las 4:00 p.m.
2. Dirigir las aplicaciones al area de la rizosfera, el area de mayor volumen de raices de la planta.

3. Regar con abundante agua durante o después de la inoculacion con - 33 - microorganismos (a

capacidad de campo).
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Al utilizar ME en el suelo es necesaria la incorporacion de alguna enmienda organica de buena calidadya
que los microorganismos consumen la materia orgénica presente en el suelo disminuyendo su
contenido, y este componente es la principal fuente de alimento para el desarrollo y establecimiento de
los microorganismos que estdn siendo aplicados. La cantidad y frecuencia de aplicacion de las
enmiendas dependera del contenido inicial de materia orgéanica del suelo y del tipo de cultivo que se
esté desarrollando (INFOAGRO 2011).

5.7.3 Aplicaciones al follaje

Para aplicar ME al follaje es importante tener en cuenta: 1. Realizar una dilucién de ME en agua un
2%, es decir, 1 parte de ME A por 50 partes de agua, y segun especie de cultivo, su condicion de la
presentacion de la enfermedad y plaga puede variar. 2. La dosis (es mejor consultar un profesional
cercano). Por ejemplo: en caso de cultivo de Banano se aplica una dosis de 10% para controlar
Sigatoka Negra y cultivo de cacao se usa dilucion de 50% contra bacteria patogena. 3. Aplicar en una
fina aspersion al follaje de las plantas, preferiblemente en las horas de la mafana, antes de las 8:00
a.m., o en la tarde, después de las 4:00 p.m. 4. La frecuencia de aplicacién de ME al follaje depende
de la intensidad del cultivo, ligado a su frecuencia de cosecha. De esa manera se puede aplicar ME al
follaje de la siguiente manera (INFOAGRO 2011).

5.7.4 Fijacion del nitrégeno atmosférico

Por fijacion de nitrégeno se entiende la combinacion de nitrdgeno molecular o de nitrégeno con
oxigeno o hidrogeno para dar 6xidos o0 amonio que pueden incorporarse a la biosfera. La reduccion de
nitrégeno a amonio llevada a cabo por bacterias de vida libre o en simbiosis con algunas especies
vegetales (leguminosas y algunas lefiosas no leguminosas), se conoce como fijacion bioldgica de
nitrégeno (FBN). Dentro de este consorcio de microorganismos fijadores de nitrégenos encontramosa
dos grandes grupos: el primero representados por bacterias simbi6ticas y el segundo por bacterias de
vida libre. Las principales especies del género Rhizobium, bacterias simbioticas que producen
nodulos en diferentes especies de leguminosas, se encuentran: Rhizobium meliloti, Rhizobium fredii,
Rhizobium leguminosarum, Rhizobium tropici, Rhizobium etli, Rhizobium galegae, Rhizobium loti,
Rhizobium huakuii y Azorhizobium caulinodans (TOALOMBO R 2012).

Descomposicion de residuos organicos. El proceso de compostaje se basa en la actividad de
microorganismos que habitan en el entorno natural. Ellos son quienes descomponen la materia

organica. Para que estos microorganismos puedan desarrollar una O&ptima actividad de
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descomposicion se requieren (52 ° - 65 °C, contenido de humedad entre el 30 - 45 %). EI compost

tiene su origen a partir de residuos vegetales y animales (TOALOMBO R 2012).

5.7.5 Actividad pecuaria

La multiplicidad de usos de ME en la industria animal, lo hace un producto invaluable en su
aplicacion, ya que la tecnologia que ofrece esta compuesta de microorganismos naturales, no alterados
geneticamente, que hacen que el proceso de produccion se vuelva mas limpio y eficiente desde un

punto de vista econdmico, social y ambiental (KAKRALIYA 2018).

El ME se ha convertido en una gran herramienta para las unidades de produccion animal gracias a sus
efectos como probidtico, antigeno y sanitizador. La tecnologia ME utilizada en pecuaria se basa en tres

pasos: en el agua para beber, alimentacion y aplicacion en las instalaciones (KAKRALIYA 2018).
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AVICULTURA. La aplicacion del ME para avicola esta enfocada en los siguientes puntos:

La reduccién de malo olores y poblacion de ascas

El mejoramiento de sanitario y de salubridad en general de las aves
Produccion alta calidad y mejora el rendimiento

Ayuda en la utilizacion mas eficiente del desecho animal menos mal olores
Reduccidn de costo de productos quimicos

Logro de manejo forma sostenible y amigable para medio ambiente

Por medio de la fermentacién de componentes dietarios, ME mejora la disponibilidad de nutrientes

(aminoécidos) de los materiales y hace més eficiente la nutricion de los animales. Una porcion de

concentrado comercial fermentado con ME en la racidn total de los animales, mejora sustancialmente

los indices productivos de las aves y otros animales también (TOALOMBO R 2012).

Figura 12: M.E. en las raciones de pollos de engorde (TOALOMBO R 2012).
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Fermentacion de concentrados Adicionar ME como in6culo potenciador en la
fermentacion(anaerobia) de los concentrados o materiales organicas adecuadas para el alimento.
Dosis: 1 Litro de ME y 10 Kg. de concentrado u otra materia organica (como se molina de arroz, trigoo
soya). El agua puede agregar hasta que sea buen humedad de materia organica (maximo 30%).

Procedimiento:
e Extienda el concentrado comercial sobre una superficie limpia, preferiblemente plastica.

e Aplique ME liquido sobre el concentrado, mezcle homogéneamente y el agua puede agregar
hasta llegar la humedad 20 al 30%.

e Empaque el material en una bolsa plastica o un recipiente que pueda cerrar herméticamente.

e Extraiga el aire del interior de la bolsa o recipiente, ya sea con presién manual o con
aspiradora. Cierre bien la bolsa o recipiente para evitar el ingreso de aire.

e Deje fermentar el concentrado en la bolsa o recipiente por lo menos durante 15 dias en un
lugar oscuro, o dentro de una bolsa negra, preferiblemente a una temperatura entre 20 y 28°
C (no es adecuada mas de 35° C).

e Una vez el concentrado haya desarrollado un agradable olor a fermentacion alcohdlica,
puede suministrarse hasta en un 3% de la racion diaria.

5.7.6 Tratamiento de excretas (Manejo Sanitario Preventivo)

Las aspersiones a la cama buscan establecer las poblaciones de microorganismos benéficos en las
excretas, impidiendo la proliferacion de otros microorganismos que pudren la materia organica. De
esta manera, ME por fermentacion del material reduce la generacion de malos olores y la presencia
de insectos plaga. La multiplicidad de usos de ME en la industria animal, lo hace un producto
invaluable en su aplicacién, ya que la tecnologia que ofrece estd compuesta de microorganismos
naturales, no alterados genéticamente, que hacen que el proceso de produccion se vuelva méas limpioy

eficiente desde un punto de vista econémico, social y ambiental (Villegas 2017).

Laguna de Oxidacién

Al aplicar ME en las lagunas de oxidacion, los microorganismos benéficos comienzan a poblar el
lugar, reduciendo la cantidad de microorganismos perjudiciales de una forma progresiva. Los efectos

positivos de esta accion no se veran en forma inmediata, sino con el tiempo, puesto que el tratamiento
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es de tipo bioldgico. Los efectos de la aplicacion del ME en el tratamiento de aguas servidas (lagunas

de oxidacion):

1. Reducir los malos olores (como el amoniaco, el acido sulfhidrico y el metilmercaptano entre
otros.

2. Reduccién de lodos(sedimentos) y microorganismos patdgenos como Coliformes

3. Mejoramientos de la calidad de agua como DBO % 1, DQO %2, Turbidez

Aplicacion: Antes de aplicacion de ME se necesita los siguientes datos que serian requisitos para
calcular la dosis.

e Volumen de agua usado por dia o volumen de caudal de la laguna

e DBO*1yDQOX2de caudal y final (salida final)

e La capacidad total de laguna.

e DBO*1: DBO (Demanda Bioldgica de Oxigeno) DQO (Demanda quimica de Oxigeno.

Cuadro 2: Método y dosis de aplicacion en aguas (Villegas 2017)

Tratamiento Dosis Frecuencia Lugar de aplicacién
Tratamiento de 1Litro de EM®/m3 de | Una vez por Primera laguna o
choque Agua de laguna cada todas lagunas

Trimestre
Tratamiento de 1Litro de EM® /m3 de Diaria Entrada del agua al
mantenimiento Agua caudal sistema

5.7.7 Agua de bebida para animales

En el agua de bebida la utilizacion de ME ayuda a mejorar microbiologicamente la calidad de esta,
ademas de enriquecerla con sustancias beneficas (aminoacidos, vitaminas, minerales, etc.). De otro
lado, ME incrementa la digestibilidad y asimilacion de nutrientes, debido a que dos de sus
microorganismos (Lactobacillus sp. y Saccharomyces sp.), se han usado con éxito como probidticos
en alimentacion animal. Ademaés de esto al hacer més eficiente el proceso digestivo y ruminal, ME
ayuda a reducir la produccion de gases nocivos (gas metano) desde el intestino mismo (Villegas
2017).
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5.7.8 Acuicultura

ElI ME se ha desarrollado como una herramienta para las unidades de produccion de camarén, gracias

a sus efectos como probidtico, antigeno y sanitizador (Villegas 2017).

La tecnologia de ME utilizada en camaronera se basa en tres pasos:

v V VvV VvV V V

En el agua de estanque
Alimentacion
Aplicacion en el piso de estanque

Los efectos por el uso de ME en los siguientes puntos: Los principales beneficios de la
aplicacion de ME en la produccién de camarones son:

Mejoramiento de la calidad de agua, tales como turbidez, oxigeno disueltos, reduccién de
elementos nocivos etc., y puede minimizar el recambio de agua.

Reduccion de materia organica sedimentados, el cual causa generacion de gas ofensivos,
reduccion de oxigenos etc., que afecta a camarones.

reduccion de macroorganismos patdgenos en agua y suelo.

Disminucion del uso de antibidticos, cal y productos quimicos.

Mejoramiento de inmunidad de camardn contra enfermedad y més sobrevivencia
Aumenta rendimiento(cosecha) y densidad de siembra.

Reduccion del tiempo de produccion y mas peso.

Inoculacién al alimento y eso funciona como probidtico (mejoramiento de flora intestinal y
digestion), a la vez mejora converson-alimenticia.

Puede producir camarén mas limpio, saludable y sostenible para eliminar impacto del medio
ambiente.

Perfectamente puede usar al laboratorio de cria de larvas para mejoramiento de salud de las
larvas

5.7.9 Tratamiento del suelo

La aplicacion de ME mejora las condiciones de suelo de estanques, puede eliminar los lodos de

sedimentos por alimento no utilizados y a la vez reduce las sustancias y gases ofensivos por

putrefaccion, mejora microflora y establece buen equilibrio de biodiversidad etc. Y el uso de ME
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beneficia mejoramiento de sobrevivencia, rendimiento de producto, minimiza impacto de la
enfermedad y aumenta la capacidad inmunoldgica del camaron etc, por lo que es muy importante

hacer el tratamiento con ME al suelo (Villegas 2017).

Aplicacion: Aplicacion de ME para suelo(fondos), debe ser por medio de BOKASHI anaerdbico, el
cual es el mismo método de preparacion de Bokashi para el alimento animales (mencionado en
Avicultura) y los ingredientes recomendables son semolina de arroz, afrecho de trigo, torta o harina
de soja, 0 puede ser otros desechos que se encuentra en alrededor cercana. Esta manera puede ayudar

para suministrar sustratos con buena calidad y saludable para camarones (Villegas, 2017)

5.8 Tratamiento al agua (Aplicaciones y dosis)
Tratamiento al agua (Inoculacién primaria)

Llenado y preparacion previa a la siembra (Estimado en 5 dias)

e Durante el proceso de llenado, se realiza una aplicacion liquida de MEA, diaria, a razén de
100 Lt/Ha desde el dia en el cual se inicia el llenado. La cantidad requerido para esta fase es
de 500 It / Ha.

e Laactivacion de ME, sera recomendable consultar a un distribuidor cercano.

Tratamiento de agua (Inoculacion para mantenimiento)
Adicion al sistema (Dia 1 a 120)
e Partiendo de la siembra, se realiza un proceso diario de aplicacién a las piscinas de MEA,
entre 100 Lt al 200 It/Ha/Dia.

5.8.1 Aplicacion en compost
Los objetivos principales del uso de ME® para compost son:

Inocular y activar a los microorganismos benéficos al suelo atreves de materia organica compostada
58.1.1 Reduciendo el tiempo de compostaje
5.8.1.2  Reduccion de la generacidn de olores ofensivos e insectos nocivos
5.8.1.3  Incrementar la solubilizacion de nutrientes

58.1.4 Generacién de sustancias bioactivas como enzimas, hormonas, aminoacidos
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5.8.2 Manejo de residuos sélidos y orgénicos

La experiencia de compost con la tecnologia de me, perfectamente puede aprovechar al manejo de
desecho orgéanico urbanos con alta calidad de abono organico y su proceso mas rapido comparar
manejo convencional, no genera mal olor ni moscas. Por lo que él ME es buena herramienta y
estrategia para las autoridades municipales o industria elemental etc. Donde genera gran cantidad de

desecho orgénicos para manejar desechos solidos con forma sostenible (Villegas 2017).

5.9 Tecnologia de conservacion de los microorganismos eficientes

Desde tiempos remotos los microorganismos han sido empleados como materiales esenciales de
trabajo en la obtencién de medicamentos (antibidticos, vitaminas y aminoécidos), elaboracion de
alimentos (pan, queso, leche, bebidas y licores) y fabricacidn de solventes y reactivos, entre otras
aplicaciones. EIl creciente uso de estos materiales biolégicos en la biotecnologia y la proteccion
medioambiental han fortalecido la necesidad de mantener los cultivos microbianos de manera que las

propiedades que los hacen importantes permanezcan estables (Garcia 2000).

La preservacion de cepas microbianas no es tarea facil y debe garantizar la viabilidad, pureza y
estabilidad genética de los cultivos, caracteristicas que coinciden con los objetivos de un buen método
de conservacion.1-3 El conocimiento de las peculiaridades de las disimiles técnicas de preservacion
existentes para su correcta aplicacion, asi como el seguimiento continuo de las propiedades de las
cepas, propician su empleo como inéculo confiable en la industria, la docencia y la

investigacion(Garcia 2000)

Con frecuencia la eleccion de la técnica mas adecuada para conservar cultivos microbianos resulta
dificil, pues deben tomarse en consideracion los criterios de viabilidad y pureza de las cepas, cambios
poblacionales y genéticos, numero y valor de los cultivos, costo, suministro y transporte de cepas, asi
como la frecuencia del uso de los cultivos.2,4. EI método de conservacion que se elija debe garantizar
la supervivencia de al menos el 70 % de las células por un periodo considerable de tiempo, de forma
tal que la poblacion sobreviviente se asemeje a la original como sea posible, conserve las propiedades
de importancia de los cultivos y minimice la ocurrencia de los eventos genéticos. De igual manera
debe reducir al minimo el riesgo de contaminacién y permitir que la pureza del cultivo permanezca
inalterable (Garcia 2000).
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5.9.1Consideraciones a tener en cuenta para la conservacion de los microorganismos
eficientes

Por su parte, en lo que respecta al costo de la conservacion de cepas se incluyen los costos de personal,
equipos y su mantenimiento, materiales y facilidades generales (almacenamiento y poder de
abastecimiento). A esto se le suma la distribucion, para la cual se necesitaran réplicas conservadas y
empaquetadas convenientemente que permitan la llegada al lugar de destino en las mejores
condiciones. Los microorganismos son enviados por varios medios: correo aéreo, postal o a través de
las manos, de un laboratorio a otro dentro de un mismo pais y con frecuenciaa través de las fronteras o
continentes.5 Su distribucion y manipulacion estéa regulada en el ambito internacional y nacional, y para
su transportacion es necesario el uso del triple empaque6- 8 para asegurar que todo el personal
involucrado en este proceso esté protegido de la exposicidéna cualquier agente contenido en el envase.
Algunos cultivos son empleados como cepas controles, cepas de ensayo, cepas de produccion
industrial y pueden ser utilizadas frecuentemente en un laboratorio. En estos casos, la facilidad del

recobrado y el riesgo de contaminacion de los cultivos necesitan ser considerados.2,4,9 (Rhode 1995).

5.9.2 Congelacion y Liofilizacion

Clasifican en la primera de estas categorias la congelacion (a —70 °C y —-196 °C) vy la liofilizacion 1-4
como técnicas que minimizan al maximo el riesgo de cambio genético en las células y las mantienen
viables por 10 afios 0 mas, ventajas que han condicionado su extensa utilizacién para conservar
disimiles materiales biol6gicos (cultivos de hongos, bacterias y levaduras, algas, suero, células
sanguineas, entre otros) y que sean reconocidas como técnicas de eleccion. El elevado costo de los
equipos que emplean estos métodos dificulta su implementacion en muchas instituciones, las que en
ocasiones hacen uso del servicio de mantenimiento y conservacién mediante estos, los cuales brindan

colecciones de cultivos reconocidas (Rhode 1995).
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Figura 13:Congelacion como técnica para conservar M.E. (Rhode
1995).

A mediano plazo, es el término que agrupa las técnicas con las que se logran mantener la viabilidad de
los cultivos entre 2 y 5 afios. Se destacan en este grupo la desecacion en diferentes soportes (arena,
silica gel, perlas de vidrio) donde la paralizacion del crecimiento se produce poreliminacion del agua
disponible,1-3,9) asi como el almacenamiento en tierra, parafina liquida yla suspension en agua estéril

(destilada o de mar), métodos bien documentados en especial paralos hongos (Rhode 1995).

Formuiacion  Liquido Secado : Sellado
liquida  congelado

Figura 14: Preservacion de M.E. por liofilizacién (Rhode 1995).
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5.9.3 Resiembra periodica

La resiembra periddica es una técnica que permite la supervivencia de los cultivos en cortos periodos
de tiempo, por eso se reconoce como un método de conservacion a corto plazo.2,9 Se basa en transferir
el cultivo del medio seco a uno fresco proporcionandole las condiciones dptimas de crecimiento, lo que
condiciona el elevado riesgo de contaminacion y variabilidad de las caracteristicas de las cepas, las

cuales constituyen sus principales desventajas (Floccari 1998).

/
7.

original  dilucidn
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KL
OO

cultivos sucesivos

Figura 15: Resiembra periddica de M.E. (Floccari 1998).

Por ultimo, es frecuente encontrar que una técnica de preservacion resulte mas efectiva para un grupo
microbiano que para otro, lo que indica que ademas de considerar los aspectos anteriores es necesario
revisar la literatura disponible sobre los microorganismos en cuestion y las alternativas de
mantenimiento utilizadas, y adecuarlas a la situacion real de la organizacion. Podemos entonces
resaltar que no existe una técnica universal para conservar adecuadamente todos los microorganismos
(Floccari 1998).

37



V1. Metodologia
6.1 Ubicacién del estudio

La investigacion bibliografica se desarrolld en la Facultad de Ciencias Agronomicas de la
Universidad de El Salvador ubicada en la Final 25 Avenida Norte, Cuidad Universitaria, Municipio
de San Salvador, El Salvador bajo las condiciones de 698.31 m.s.n.m, Latitud: 1371’96’72,
Longitud: -89°20°21°3, Humedad: 94 %, Presion: 0.9998 Atm, Temperatura Maxima: 26.15°C y
Temperatura Minima: 22.15°C.

6.2 Fase de laboratorio

Se hizo una recopilacién de informacion a partir de fuentes secundarias principalmente de
publicaciones cientifica de revistas indexadas, como también a partir de medios audiovisuales, en
busqueda de caracterizaciones de especies y grupos de especies utilizadas en los denominados
microorganismos eficientes, ademas de experiencias en la inoculacion, tecnologias de reproduccion,
preservacion, utilizacion y beneficios esperados de su aplicacién. Se visitaron bibliotecas virtuales
como Scielo, Google Académico, HINARI, Esco, Latindex y Redalyc, entre otros sitios donde se
dispone informacion seria y con alta credibilidad. Se procur6 incorporar literatura cientifica publicada

en los ultimos 10 afios.
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VII. Resultados

7.1 Recoleccidn, reproduccion y conservacion de bacterias fototroficas

Materiales necesarios

» Portaobjetos
Cubreobjetos
Asa bacteriologica.
microscopio
Agar sangre
Incubadora

YV V V V V V

freezer congelador

Material bioldgico
» Hojarasca en descomposicion

» Agua de charco

7.1.2 Procedimiento para la recoleccion de bacterias fototroficas

e Recolectar en campo hojarasca seca en descomposicion y metera en un saco

e Colocar en un recipiente o frasco pequefio de boca ancha un poco de hojarasca en
descomposicion con agua de charco a temperatura ambiente

e Colocar una gota de agua entre el porta y cubreobjetos con el asa bacterioldgica

e Observar en el microscopio los microorganismos obtenidos en la recoleccion

7.1.3 Procedimiento para la reproduccién de bacterias fototroficas

e Tomar con el asa bacteriologia una gota del cubreobjetos o del frasco con hojarasca
descompuesta con agua de charco y se reparte sobre el medio de cultivo de agar sangre y tapar
la caja de Petri.
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Figura 16: Reproduccidn de bacterias fototroficas en medio de cultivo agar (Floccari 1998).

7.1.4 Procedimiento para la conservacion de bacterias fototroficas

e Conservacion en incubadora: Colocar la caja de Petri con bacterias fototroficas en una
incubadora de laboratorio a 35° C que es el ambiente ideal para la conservacion por este medio.

Figura 17: Conservacion en incubadora de bacterias fototroficas. (Floccari 1998).

e Conservacion en congelador: Colocar la caja de Petri con bacterias fototroficas en un
congelador a temperaturas -20°C y -80°C para evitar que se den cambios genotipicos.
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7.2 Recoleccidn, reproduccidn y conservacion de bacterias acido lacticas

Figura 18: Congelacidn de bacterias fototroficas (Floccari 1998).

Materiales necesarios

>

YV V. V V V V

Portaobjetos
Cubreobjetos

Asa bacteriologica.
microscopio

Agar sangre
Incubadora

freezer congelador

Material bioldgico

>

Yogurt natural

Reactivo

>

7.2.1 Procedimiento para la recoleccion de bacterias acido lacticas

Lugol

tomar con el asa bacterioldgica una muestra y hacer una extension delgada sobre un
portaobjetos con una gota de Lugol y cubreobjetos.
Observar que las bacterias se aprecian como puntos mdviles y refringentes en todo el campo

con el microscopio (Floccari 1998).




7.2.2 Procedimiento para la reproduccion de bacterias acido lacticas

e Tomar con el asa bacteriologia una muestra de yogurt y se reparte sobre el medio de cultivo de

agar sangre, posteriormente tapar la caja de Petri (Floccari 1998).

7.2.3 Procedimiento para la conservacion de bacterias fototroficas
e Conservacion en incubadora: Colocar la caja de Petri con bacterias acido lacticas en una

incubadora de laboratorio entre 20°C y 35° C para bacterias mesofilas y para termofilas entre

35y 50 °C que es el ambiente ideal para la conservacion por este medio (Floccari 1998).

7.3 Recoleccidn, reproduccion y conservacion de levaduras
Materiales necesarios

» Medio de extracto de malta
Glucosa
Agua destilada
Levadura seca
Microscopio
Tubos de vidrio

Bafio de maria

vV V VvV ¥V VY V V

Matraz de Erlenmeyer de 125ml

Reactivo

» solucion de azul de metileno
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7.3.1 Procedimiento para la recoleccion, reproduccion y conservacion de levaduras
Materiales

Una elaboracion anterior.
Unos tarros de cristal con tapa de rosca (3 0 4 tarros de judias reciclados).
Unos viales reutilizados de las levas liquidas (opcional).

Un poco de agua estéril (grifo).

vV VYV VYV VY V

Jeringuilla de tamario grande (opcional).

e Preparar tarro con agua esterilizada

e De la elaboracion anterior, se procede a pasar sedimento a el tarro esterilizado con agua

Figura 19:Sedimentos de levadura en cubo fermentador. (Gao 2019)

o Dejar reposar los tarros sin revolver durante 2 o 3 horas, luego se tienen las capaz y una de ellas
contiene las levaduras
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e Posteriormente se vierten las dos primeras capas solo de mosto y levadura sin lo turbio a un
bote y este se refrigera a -20°C por tres dias

Figura 21: Tarro de mosto con levaduras al fondo. (Gao 2019)

e Pasados esos tres dias se han formado mayormente dos capas, una primera de un liquido
parecido en color al mosto, y una segunda capa lechosa de color blanquecino que contiene las
levaduras (Gao 2019).

7.3.2 Procedimiento para la conservacion de levaduras

e Se sustraen las levaduras en viales se colocan en refrigeracion y se refrigeran a temperaturas

entre 3y 8°C o selladas en un sitio seco y templado a temperatura ambiente.

7.4 Procedimiento para la recoleccion y reproduccion de actinomicetes

Materiales

» Cabina de seguridad bioldgica C4, modelo FLC 120 (Cali, Valle del Cauca; Colombia).
» Incubadora con Temperatura controlada de 28°C, VELP Scientifica, modelo FOC 225 i

> Incubadora con temperatura controlada de 35°C, MLW, NURFUR 110 v~, Tipo BSU 3,
Numero 74089

Autoclave JP SELECTA, NUmero de Serie 0464704
Microscopio LEICA DM500, CH-9435 Heerbrugg (Switzerland)
Estereoscopio UNICO ZM181HF

Balanza analitica OHAUS

vV V VvV VY V

pHmetro Shimadzu
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e Para efectuar este aislamiento se emplea el método de diluciones seriadas, (Ramirez, L 2000),
el cual inicia tomando una muestra de 10 gramos de suelo los cuales se adicionan a 90mL de
Agua Destila Estéril (ADE). Esta es la solucion madre, de donde al tomar 1mL y depositarlos
en 9mL de ADE se prepara la primera dilucion 10-1, a partir de esta se lleva a cabo las
siguientes diluciones sucesivas hasta llegar a 10-9. Luego, se siembra 0,1mL de cada dilucion
por superficie en Medio Ashby por triplicado. Finalmente se lleva a Incubacion durante 10 dias
a 28°C, temperatura Optima para el crecimiento de microorganismos meséfilos como son la
mayoria de Actinomicetos, (Stanley, 1994). Este procedimiento se repite para cada una de las

siete (7) muestras de suelo extraidas, (Ramirez, L 2000).

Figura 22: Aislamiento de actinomicetes. (Ramirez, L 2000)

Por medio de la técnica de Ridell, el Microcultivo, se puede observar el crecimiento del micelio aéreo
de los Actinomicetos al generarse cultivos sobre un cubreobjetos y portaobjetos. La observacion de la
ramificacion del micelio aéreo segun patrones de acuerdo a cada género, ayuda en su identificacion al
ser comparado con micelios aéreos de Actinomicetos reportados en la clave taxondémica de Bergey, El

procedimiento a seguir es el descrito a continuacion:
1. Se realiza una siembra de cada microorganismo en medio Ashby por agotamiento.

2. Se corta en forma de cuadro de 1cm de lado y 3mm de espesor con un bisturi estéril y caliente el

medio de cultivo inoculado.

3. Se lleva los cuadros a un frasco tapa azul que contenga 50 mL de agua destilada estéril y se realiza

agitacion constante durante 15 minutos.
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4. Se realiza de nuevo el corte en forma de cuadros en una caja de Petri que contiene medio de cultivo

Ashby sin inocular para obtener cuadritos de agar que luego seran inoculados con la cepa.

5. Se siembra 1mL de la solucién del frasco tapa azul a la caja de Petri del punto anterior, por

superficie y se agita para homogenizar la siembra.

6. Se coloca el cuadro de medio Ashby inoculado en un portaobjeto que esta sobre dos palillos en una
caja de Petri (previamente esterilizada).

7. Se coloca sobre el Agar un cubreobjeto y se presiona ligeramente para que se adhiera al medio.

8. Se coloca una mota de algodon humedecido con agua destilada esteril en un extremo de la caja de

Petri para mantener la humedad.
9. Se incuba la caja a 28°C durante 10 dias.

10.Se realizan observaciones los dias 3, 6 y 9. Realizando tincion de Azul de Lactofenol al Agar y el

cubreobijeto, y tincion de Gram al portaobjeto.

11.Se comparan la estructura miceliares de los dias mencionados anteriormente y se comparan con la

clave taxonémica de Bergey2000. (Identificacion de género parcial).

Figura 23: Crecimiento de actinomicetos en medio de cultivo. (Ramirez, L 2000)
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7.5 Recoleccidn, reproduccion y conservacion de Hongos formadores de Micorrizas Arbusculares
(HMA)

7.5.1 Recoleccion

Es necesario aclarar que los Hongos formadores de Micorrizas Arbusculares (HMA) se distribuyen en
el perfil de suelo de manera no aleatoria debido a su caracteristica biétrofa-obligada, su presencia esta
condicionada a la existencia de material radical (vegetal) vivo. Por esta razon, si lo que se desea
colectar son propagalos activos de HMA, el material colectado deberad consistir en raices y suelo

rizosférico asociado.

7.5.2 Aislamiento de Hongos formadores de Micorrizas

Los propagulos infectivos de los HMA pueden ser esporas, hifas o raices previamente colonizadas por
los hongos. Para el aislamiento de dichos hongos se puede proceder a tamizado de las muestras de
suelo en tamices de tamafios de malla de 420-30 um. Sin embargo, para una mejor visualizacion-
colecta de los propagulos se recomienda la extraccién de esporas o hifas mediante tamizado en himedo

y centrifugacion en sacarosa.

Materiales necesarios
> Tubos de centrifuga de 50 mL.
Tamices de suelo con malla 0,42 e 0,053 mm (420-30 pm).
Placas de Petri.
Piseta.
Baldes plasticos.
Varillas de vidrio.
Sacarosa o azUcar refinada.
Agua destilada.
Material biologico
Esporas.
Hifas.

vV V V V V V V V V V V

Raices previamente colonizadas.

Equipamientos

» Lupa (microscopio estereoscopico).
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» Centrifuga con rotor para tubos de 50 ml Balanza.
» Agitador con temperatura.
» Heladera.

7.5.3 Preparacion de la Solucion de Sacarosa para la conservacion

e La extraccion de esporas de HMA puede ser realizada utilizando una solucién de 45, 50 o0 60%
de sacarosa:

e Sacarosa 45 % (450 g de azucar refinado o cristal, llevando la solucion a 1L con agua
destilada).

e Sacarosa 50 % (500 g de azucar refinado o cristal, llevando la solucion a 1L con agua
destilada).

e Sacarosa 60 % (600 g de azucar refinado o cristal, llevando la solucién a 1L con agua
destilada).

e Para favorecer la disolucion puede requerirse agitacion o calor de la solucion.

e Cuando la sacarosa este totalmente disuelta la solucion presentara una coloracion amarillenta y
traslucida.

e En caso de no utilizar toda la solucién, almacene en heladera para evitar la proliferacion de
microorganismaos.

e Procedimiento

e Lavar los tamices con esponja y detergente

e Homogenizar las muestras de suelo y separe 50 mL (aprox. 50 g) para la extraccion.

e Transferir los 50 mL de la muestra en un balde plastico de 2 L.

e Humedecer y disgregar los terrones de suelo presionandolos con los dedos o contra las paredes
del balde. Suspender el suelo en el agua con la ayuda de una varilla de vidrio mediante
movimientos circulares durante 1 minuto.

e Dejar en reposo por aproximadamente 1 minuto (a efectos de que las particulas mas gruesas
decanten por su propio peso).

e Vertir el agua sobre los tamices (los cuales deben estar superpuestos, con el tamiz de mayor
abertura de malla en el extremo superior y disminuyendo de acuerdo a disminucion en abertura
de malla). Solo verter el liquido flotante, mientras que las particulas decantadas permaneceran

en el fondo del balde.
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Repetir el procedimiento al menos 2 veces més, hasta que el agua permanezca practicamente
limpia, sin abundantes particulas en suspension.

Descartar el suelo restante en el balde en recipientes a tal fin.

Recoger el material retenido en el tamiz de 130 pum malla en una placa de Petri con ayuda de
corriente de agua aportada con piseta a efectos de observar (y recolectar) esporas de gran
tamafio, grupos de esporas 0 esporocarpos.

Recoger el material retenido en el tamiz de 53 um malla y con ayuda de corriente de agua
aportada con piseta transferirlo a un tubo centrifuga de 50 mL.

Lavar bien los tamices con esponja y detergente y repetir el procedimiento para otras muestras,
si las hubiera.

Pesar los tubos con el suelo recogido de los tamices y completarlos con agua de manera que
todos los tubos queden con el mismo peso.

Trabajar siempre con un namero par de muestras y considerando la capacidad de muestras de la
centrifuga. En caso de nimero impar de muestras debera equilibrar la centrifuga incorporando
un tubo extra con agua.

Centrifugar a 3000 rpm por 3 minutos.

Retirar los tubos y descartar cuidadosamente el sobrenadante sin mover las particulas sélidas
decantadas en el fondo del tubo. En esta primera centrifugacion, las esporas se encuentran
decantadas junto con las particulas de suelo que atravesaron el tamiz. Particulas de suelo de
bajo peso se encuentran en el sobrenadante.

Agregar a los tubos una solucion de sacarosa 45, 50 0 60 % hasta completar aproximadamente
40 mL.

Es probable que dependiendo de las caracteristicas del suelo de la muestra debera poner a punto

la concentracion de sacarosa adecuada a utilizar para la extraccion
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VIII. Conclusiones

Los principales grupos microbianos que componen a los microorganismos eficientes son:
bacterias fototrdficas, bacterias acido lacticas, levaduras, actinomicetes y hongos

fermentadores.

Las propiedades funcionales y aplicaciones desde el punto de vista agricola de los ME
promueven la germinacion de semillas, el crecimiento y desarrollo de los frutos y permiten
una reproduccion mas exitosa en las plantas. Adicionalmente se ha demostrado que mejoran
la estructura fisica de los suelos, incrementan la fertilidad quimica de los mismos y suprimen

a varios agentes patdgenos causantes de enfermedades en numerosos cultivos.

Los ME incrementan la capacidad fotosintética de los cultivos, asi como su capacidad para
absorber agua y nutrientes. Ademas, mejoran la calidad y reducen los tiempos de maduracion
de abonos orgéanicos, en particular, el composteo. Todos estos aspectos explican el incremento
del rendimiento agricola y el amplio uso de los ME, asi como productos derivados de estos

como los bioles.

Los EM se pueden reproducir o cultivar de dos maneras. La primera es en forma liquida, los
Microorganismos Efectivos se hacen crecer en una solucion con un pH de 3.5, que se obtiene
bajo un tratamiento a alta presion por la interaccién de un grupo muy diverso de
microorganismos aerdébicos y anaerobicos que se encuentran en el medio ambiente en forma

natural.

El método de conservacion que se elija debe garantizar la supervivencia de al menos el 70 %
de las células por un periodo considerable de tiempo, de forma tal que la poblacion
sobreviviente se asemeje a la original como sea posible, conserve las propiedades de

importancia de los cultivos y minimice la ocurrencia de los eventos genéticos.
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X. Anexos

Anexo 1:: Ponencia sobre productos organicos que contienen me impartida por
AMER Consultores.

Anexo 2:Producto Eficaz de AMER Consultores utilizad para la biorremediacién
del suelo.
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Anexo 3:Productos organicos hechos con microorganismos eficientes de AMER Consultores.
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