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RESUMEN

La incorporaciéon de materia organica al suelo fortalece la fertilidad, rendimiento y sostenibilidad
productiva. El objetivo fue evaluar la calidad y carga microbiana de la biomasa producida para
obtencién de bioenergia y abono organico. Se utilizd higuerilla (Ricinus communis), maralfalfa
(Pennisetum sp.), acacia (Acacia retinoides), alamo blanco (Populus alba), sauce (Salix sp.) y pino
(Pinus spp.). Se determind balance C:N, fibra en detergente neutro (FDN), fibra en detergente &cido
(FDA), celulosa (CEL), hemicelulosa (HEM), lignina (LIG), poder calorifico superior (PCS) y carga
microbiana. La maralfalfa registré valores altos para el balance C:N (19.6 a 22.9), FDN (77.4 a 79.5
%) y HEM (22.3 a 22.5 %), lo cual favorecié su uso como abono, biocombustible y forraje. La FDA
fue mas alta en acacia (58.0 a 60.0 %), lo que favorecié su uso como combustible. La acacia y
maralfalfa mostraron valores altos de CEL (38.8 % a 50.6 %), por lo que pueden usarse en la
industria. La higuerilla y maralfalfa registraron niveles bajos de lignina (12.0 % y 17.9 %), lo que se
relaciond con valores bajos de PCS (16.4 mJ kg-' y 16.6 mJ kg-'). En los pélets se observé ausencia
de Azospirillum y variacién en la carga de Pseudomonas spp. (0 a 3 UFC mL-) y Rhizobium spp. (0
a 21 UFC mL-"). Las pruebas bioquimicas corroboraron la presencia de Pseudomonas y Rhizobium,
lo que favorece el uso de la biomasa como abono orgénico. Se identificaron especies para la
elaboracion de abono organico (maralfalfa e higuerilla) y biocombustible.
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SUMMARY

The incorporation of organic matter strengthens soil fertility, seed yield and productive sustainability.
The objective was to evaluate the quality and microbial load in plant biomass harvested to produce
bioenergy and organic fertilizer. Plant biomass was used for castor bean (Ricinus communis),
maralfalfa (Pennisetum sp.), acacia (Acacia retinoides), white poplar (Populus alba), willow (Salix
sp.), and pine (Pinus spp.). Data were taken for C:N ratio, neutral detergent fiber (NDF), acid
detergent fiber (ADF), cellulose (CEL), hemicellulose (HEM), lignin (LIG), high heating value (HHV)
and microbial load. Maralfalfa registered higher values for C:N ratio (19.6 to 22.9) and NDF (77.4 to
79.5 %) and HEM (22.3 to 22.5 %) content, which favored its use as organic fertilizer, biofuel and as
forage. The FDA content was higher in acacia (58.0 to 60.0 %), which favors its use as biofuel.
Acacia and maralfalfa showed high CEL values (38.8 % to 50.6 %), and it is usable as industrial
input. Castor bean and maralfalfa registered low lignin levels (12.0 % and 17.9 %), related to low
HHV values (16.4 mJ kg-' and 16.6 mJ kg-'). Biomass pellets registered the absence of Azospirillum
and variations for the load for Pseudomonas spp. (0 a 3 UFC mL-") and Rhizobium spp. (0 a 21 UFC
mL-"). The biochemical tests corroborated the presence of Pseudomonas and Rhizobium, which
favors the use of biomass as organic fertilizer. Plant species were identified for industrial production
of organic fertilizer (maralfalfa and castor bean) and biofuel.

Key Words: agriculture, forestry, sustainability, yield, environment.

INTRODUCCION
Actualmente, se trabaja en el estudio sistematico

Actualmente, se requiere biomasa de calidad
para la produccién sostenible de abonos
organicos y generacion eficiente de bioenergia.
Se ha observado que la mayoria de los suelos
agricolas muestran contenido bajo de materia
organica (Rosales et al., 2019), lo cual se
relacioné con la degradacion fisico-quimica y
pérdida de fertilidad, asi como con la
disminucion de la capacidad de infiltrar y retener
agua. El contenido bajo de materia organica es
el resultado del manejo agrondmico deficiente, lo
cual incluye labranza inapropiada, falta de
incorporacion de residuos de la cosecha y
utilizacién reducida de otras fuentes de materia
organica (Rosales et al., 2018a). Debido a lo

anterior, se observa productividad baja,
dependencia de fertilizantes quimicos 'y
degradacion constante del suelo.

Adicionalmente, los ecosistemas de bosque
templado y matorral muestran perturbacion
considerable, por la presién ejercida durante la
extraccion de madera, lefia y restos organicos
usados como abono (humus-tierra de monte).

de especies vegetales con posibilidades de ser
utilizadas en la produccion intensiva de biomasa
(Rosales et al., 2018a), la cual debe cumplir con
estandares internacionales de calidad e
inocuidad. La seleccién de especies con
rendimiento alto de biomasa contribuye al
abastecimiento de insumos para la elaboracion
de biocombustibles de poder calorifico alto.
Ademas, es necesario conocer la utilidad de la
biomasa obtenida para la elaboracion de abonos
organicos, que permitan el enriquecimiento del
suelo agricola y mejoramiento de sus
propiedades bioquimicas. Los estudios iniciales
de calidad de la biomasa utilizada en la
elaboracion de biocombustibles incluye el
estudio de fibras y determinaciéon del poder
calorifico superior (PCS); mientras que para la
elaboracion de abono organico se requiere la
evaluacion inicial del balance carbono:nitrdgeno
(C:N) y carga de organismos benéficos, como
son las bacterias del género Azospirillum,
Pseudomonas y Rhizobium.
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El uso de medios de cultivo selectivos y el
desarrollo de pruebas bioquimicas ayudan en la
determinacion de la carga microbiana, asi como
en la identificacion de los microorganismos
presentes en la biomasa. Los medios de cultivo
mas comunes para el aislamiento e identificacién
de las bacterias de interés son: YMA [Levadura
(Yeast)-Manitol-Agar], B-King y NFb (Nitrogen
Free Bromothymol). El cultivo especifico de
bacterias obtenido en dichos medios tiene que
pasar por un conjunto de pruebas bioquimicas,
para corroborar la identdad de los
microorganismos. Las pruebas bioquimicas mas
comunes son: agar triple azucar-hierro (TSI:
Triple Sugar-Iron-Agar), rojo de metilo (RM),
Voges Prokauer (VP), SIM [Sulfuro (Sulfide)-
Indol-Movilidad (Motility)], lisina-agar-hierro (LIA:
Lysine-Iron-Agar), citrato de Simmons, manitol y

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras. Se utilizd biomasa
cosechada, durante el invierno 2018-19, en una
plantacion establecida con cinco especies de
crecimiento rapido en el Campo Experimental
Valle del Guadiana-INIFAP, en Durango, Dgo.,
México. Las especies incluidas fueron: acacia,
alamo blanco, higuerilla, maralfalfa y sauce.
Ademas, se incluyeron los residuos de pino
(Pinus spp.) como testigo comercial, debido al
uso local de esta especie para la elaboracién de
biocombustibles y sustratos para viveros. La
biomasa se produjo en dos densidades de
plantacién: hilera sencilla (5,550 plantas ha') y
doble (8,902 plantas ha''). Ademas, se fertilizo
35 dias después del trasplante (DDT), mediante
la incorporacion de fertilizante granulado con la
dosis 35-50-00 para nitrogeno (N), fosforo (P20s)
y potasio (K20). Se instal6 el sistema de riego
presurizado por goteo, con cintilla de 16 mm,
dispersores cada 20 cm y un gasto de 1L h-'. La
parcela experimental consisti6 de una hilera
(sencilla y doble) de 7.2 m de longitud, 3.0 m de
separacion y de 12 (hilera sencilla) a 24 plantas
(hilera doble). La biomasa de todas las especies
se obtuvo en corte unico realizado 126 dias
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malonato (Callicé et al., 2004; BD, 2015).

El estudio y clasificacion de la calidad de
biomasa permite contar con la informacién
necesaria para seleccionar especies vegetales
con rendimiento alto en condiciones de
produccion intensiva. También, se desarrollaron
procesos eficientes para la elaboracion de
abonos organicos que mejoran la fertilidad y
propiedades fisico-quimicas del suelo; asi como
biocombustibles con niveles altos de eficiencia
calorifica. Con ello, se fortalecié el desarrollo
industrial, agropecuario y forestal, todo dentro de
un marco de sostenibilidad de la produccién. El
objetivo fue determinar la calidad y carga
microbiana de la biomasa producida con
especies vegetales de crecimiento rapido
cultivadas de forma intensiva.

después del trasplante.

Estudio de fibras, poder calorifico y balance
C:N. Se tomaron muestras de plantas
completas, las cuales se secaron en una estufa
de aire forzado a 60 °C durante 72 h y luego se
molieron en un equipo eléctrico (Wiley®), con
criba de 1 mm, y se colocaron en recipientes de
polietileno hasta su andlisis. En el laboratorio se
determind el contenido de fibra en detergente
neutro (FDN), fibra en detergente acido (FDA) y
lignina (L), todas mediante el método ANKOM
(2005), en el cual se considero la utilizacion de
bolsas ANKOM F57. La hemicelulosa (HEM) se
calculo por diferencia (HEM = FDN-FDA), al igual
que la celulosa (CEL = FDA-lignina). La
determinacion del PCS se realizd en un
calorimetro isoperibolico semi-automatico (LECO
AC600). En esta prueba se utilizd biomasa
triturada, con un tamafio de particula de 0.149
mm, ésta Ultima obtenida de la muestra
compuesta de plantas completas de cada
especie. El nitrogeno total se evaludé por el
método micro-Kjeldahl (AOAC, 1990) vy el
carbono, en tejido vegetal, se determind en un
laboratorio comercial, donde se utiliz el método
de combustion directa de la muestra (LANISAF,
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2019).

Carga microbiana: En el caso de |a
determinacion de la carga microbiana, las
muestras fueron tomadas en tres fases: campo,
triturado y peletizado. En campo, el muestreo se
realizd en forma aleatoria y para ello, se tomaron
plantas completas en las pilas de biomasa
cortada para cada una de las especies incluidas
en el estudio. En el aserradero, se obtuvieron
muestras compuestas de la biomasa triturada en
un molino de martillos; asi como de los costales
de pélets obtenidos en un equipo industrial
(Hengmei-Better ZLG 1050). Las muestras se
tomaron con guantes de latex y se colocaron en
bolsas de polietileno con cierre hermético, para
evitar la contaminacion cruzada durante la
manipulacién de la biomasa. La recoleccion de
las muestras del testigo comercial (pino) se
realizd de la misma forma, dentro de las
instalaciones del aserradero.

Las evaluaciones de carga microbiana se
realizaron en el laboratorio de microbiologia,
considerando preferentemente microorganismos
de  interés  agrondmico  (Azospirillum,
Pseudomonas y Rhizobium). Se prepard un
frasco por cada especie (6) y fase de muestreo
(3), lo que dio como resultado un total de 18
frascos, en los cuales se colocaron 90 mL de
agua destilada y 10 g de la muestra de biomasa.
Los frascos, con el volumen de agua destilada,
fueron esterilizados en autoclave por 15 min a
temperatura constante de 121 °C. Durante la
incorporacion de las muestras de biomasa, se
tuvieron condiciones estériles, debido a que
todas las maniobras se realizaron cerca del
mechero Bunsen, para flamear al abrir y cerrar
cada frasco con agua destilada.

La inoculacion del medio se realiz6 por triplicado,
con el método de extension en superficie, luego
se dejo incubar a 32 °C durante un periodo de 24
a 72 h y después de ese tiempo se observo la
presencia de colonias, para cada una de las
bacterias bajo estudio. Las placas con
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crecimiento caracteristico se utilizaron para el
aislamiento de las bacterias en el mismo medio
de cultivo, para lo cual se empled la técnica de
sembrado por estria cruzada. La trasferencia se
realizd en condiciones estériles (con flama de
mechero) y para ello, se depositd la muestra en
la placa con el medio especifico de cultivo. Se
utilizaron medios de cultivo selectivos (B-King,
NFb e YMA), asi como técnicas de aislamiento y
pruebas bioquimicas para cada especie de
bacteria. De esta forma, se utilizd el medio NFb
para  Azospirillum  spp., B-King  para
Pseudomonas spp. y el medio YMA para el caso
de Rhizobium spp.

Se evaluaron variables cualitativas (forma de la
superficie, colonia y borde; color y consistencia
de las colonias) para determinar la
presencia/ausencia de colonias pertenecientes a
las bacterias de interés y wuna variable
cuantitativa (Numero de Unidades Formadoras
de Colonias, UFC), con la finalidad de establecer
el nivel de incidencia de los microorganismos.
Ademas, se realizaron pruebas bioquimicas
(TSI, rojo de metilo, Voges Prokauer, SIM, LIA,
citrato de Simmons, manitol y malonato), para
corroborar la identidad de cada especie de
bacteria.

Anadlisis Estadistico. El andlisis de varianza de
los datos, obtenidos en el estudio de calidad, se
realizd en un disefio completamente aleatorio,
con arreglo en parcelas divididas y cuatro
repeticiones. En las variables que mostraron
diferencias  significativas se realizd la
comparacién de medias con base en la prueba
de Tukey (P < 0.05). El analisis de varianza y la
prueba de medias se obtuvieron con el programa
de computo SAS® ver. 9.4. Se utilizé estadistica
descriptiva para analizar las diferencias entre
especies y tipos de biomasa en cuanto a la
presencia de las bacterias bajo estudio. Se
determind el valor promedio y el error estandar
de la media para el nimero de bacterias
presentes en la biomasa de cada especie
vegetal.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Abono Organico. Se observaron diferencias
altamente significativas (P < 0.01), entre
especies para el balance C:N (Cuadro 1). Los
valores significativamente mas altos para esta
variable se registraron en maralfalfa, tanto en
hilera doble (22.9), como en hilera sencilla
(19.6). El &lamo blanco presentd resultados
estadisticamente iguales a los registrados en
maralfalfa, con valores altos en hilera doble
(18.7) e hilera sencilla (13.6). Lo anterior,
muestra la posibilidad de utilizar dichas
especies, en combinacion con otros residuos,
para la elaboracion de abono organico y lograr
valores del balance C:N cercanos al
recomendado en este tipo de insumos agricolas
(24:1) y con ello, favorecer la sobrevivencia de
los microorganismos del suelo que se encargan
de procesar los nutrientes que seran extraidos
por las plantas (USDA, 2011).

\i’ﬁgrqfaz
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Bioenergia. Se  observaron  diferencias
altamente significativas (P < 0.01), entre
densidades para FDN y FDA; asi como entre
especies, para todas las variables relacionadas
la calidad de la biomasa utilizada en la
generacion de bioenergia (Cuadro 1). La
maralfalfa, mostrd el valor mas alto para FDN en
hilera doble (79.5 %) e hilera sencilla (77.4 %),
mientras que el contenido de FDA fue mas alto
en acacia, tanto en hilera sencilla (60.0 %) como
en hilera doble (58.0 %). Los niveles de FDN y
FDA se asociaron con la cantidad de energia
contenida en la biomasa lignocelulésica, por lo
que niveles altos de estas variables pueden
utilizarse en la seleccion indirecta de especies
con potencial bioenergético alto (Godin et al.,
2010). Con base en lo anterior, se puede decir
que acacia produjo biomasa con calidad
aceptable para la generacion de bioenergia,
debido a que el contenido alto de fibras se ha
relacionado con niveles altos de celulosa,
hemicelulosa y lignina (Godin et al., 2010; Mdller,
2014), asi como con el poder calorifico superior.

Cuadro 1. Atributos de calidad bioenergética de la biomasa obtenida en diferentes especies cultivadas en dos

densidades de plantacion.

Especie C:N FDN (%) FDA (%) H (%) CEL (%) LIG (%) PCS (mJ/kg)
Hilera Sencilla
Sauce 14.80 59.4¢b 49.3b 5.9 27.7rc 25.82 19.52
Alamo Blanco 13.620 65.9 52.92 9.5 37 .5abe 18.92 18.5%
Higuerilla 11.10 56.1¢ 44 .0c 8.9be 29.3¢ 17.9p 18.920
Acacia 14.7° 75.22 60.02 10.7v 50.62 19.42 17.5b
Maralfalfa 19.62 7742 51.5 22.52 40.920 14.0v 16.4¢
Promedio 14.8 66.8A 51.54 11.5 37.2 19.2 18.1
Hilera Doble
Sauce 16.10 62.0cb 49.3b 8.9 33.1be 20.12 20.12
Alamo Blanco 18.720 68.30 54 42b 10.1be 38.4abe 19.72 19.2ab
Higuerilla 13.10 52.5¢ 38.4¢ 11.20¢ 29.2¢ 12.0v 19.4ab
Acacia 12.6> 7452 58.02 11.7° 38.82 2402 19.00
Maralfalfa 22.92 79.52 53.12 22.32 41.0ab 16.20 16.6¢
Promedio 16.7 67.48 50.68 12.8 36.1 18.4 18.8

1C:N= balance carbono:nitrogeno, FDN = fibra en detergente neutro, FDA = fibra en detergente acido, H= hemicelulosa,
CEL = celulosa, LIG = lignina y PCS = poder calorifico superior. Las letras en cada columna representan diferencias
significativas entre densidades de plantacion (AB) y especies (2<), con base en la prueba de Tukey (P < 0.05).
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La maralfalfa mostrd contenido alto de
hemicelulosa en hilera sencilla (22.5 %) e hilera
doble (22.3 %), debido a la naturaleza de la
especie y seleccion realizada para conseguir
poblaciones utiles en la alimentacion animal
(Silvy et al., 2018). Por su parte, la acacia mostr6
valores altos de celulosa en hilera sencilla (50.6
%), aunque en hilera doble (38.8 %) fue
superada por maralfalfa (41.0 %). Se observé
que las  especies  arbustivas-arboreas,
especialmente  alamo blanco y acacia,
incrementaron el contenido de celulosa en
relacion con el contenido de hemicelulosa. En el
caso de maralfalfa, se observd una proporcién
alta de ambos compuestos, debido a la fecha de
corte, crecimiento y avance en la maduracion de
la planta, aunque la proporcion mas alta
correspondio6 a la celulosa en todas las especies
(Silvy et al., 2018).

Las dos especies herbaceas (higuerilla y
maralfalfa) mostraron nivel significativamente
bajo de lignina, con valores entre 12.0 % y 17.9
%, en ambos sistemas de plantacion; mientras
que el resto de las especies presentaron
variaciones de 18.9 % a 25.8 %. Los resultados
fueron similares (15-40 %) a los mostrados en
otros estudios en los que se observaron
diferencias del contenido de lignina entre
especies, especialmente en el bagazo de cafa
(Novaes et al., 2010; Tana et al., 2016). El tipo y
cantidad de unidades de lignina difirid entre
especies, tejidos, tipo de células, etapa de

Carga microbiana en medio NFb. Se observo
ausencia de bacterias del género Azospirillum,
en la biomasa de las diferentes especies de
plantas y oportunidades de muestreo (Cuadro 2).
Lo anterior, se relacion6 con la preferencia de
esta bacteria por las gramineas (Vital vy
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desarrollo de la planta y efecto de los factores
ambientales, como son estrés bidtico y abidtico
(Yoon et al., 2015). Se debe considerar que
niveles altos para el contenido de lignina
incrementan el poder calorifico superior del
biocombustible (Santos et al., 2015).

La maralfalfa mostré los valores méas bajos de
PCS con 16.4 mJ kg en hilera sencilla y 16.6
mJ kg' en hilera doble. La acacia registrd
valores intermedios para PCS (17.5 a 19.0 mJ
kg'"); mientras que, el resto de las especies
presentaron niveles estadisticamente altos, entre
17.5 mJ kg y 20.1 mJ kg! en los dos sistemas
de plantacion. Los resultados fueron similares a
los reportados en estudios previos con
gramineas (Pennisetum spp.), en los que se han
observado valores del PCS entre 16.9 y 17.6 mJ
kg (Santos et al., 2015). En el caso de especies
arbdreas se han registrado valores para el poder
calorifico superior entre 17.6 y 20.8 mJ kg’
(Telmo y Lousada, 2011; Santos et al., 2015). Se
corrobord que la biomasa de maralfalfa puede
utilizarse en la produccién de biocombustibles
solidos, mediante su densificacion en pélets
simples y torrefactados (Salazar et al., 2015;
Rios et al., 2018). Ademas, se puede usar en la
sacarificacion de la biomasa para la elaboracion
de bioetanol (Souza et al., 2015). El resto de las
especies han sido utilizadas exitosamente en la
elaboracion de  biocombustibles  sdlidos,
especialmente pélets de biomasa para su
utilizacion doméstica e industrial.

Mendoza, 2014) y en el caso de la maralfalfa, las
temperaturas bajas registradas durante el
invierno  afectaron negativamente las plantas
(heladas) de esta especie y esto repercutié en la
presencia de Azospirillum (Kaushik et al., 2002).
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Cuadro 2. Nivel de presencia de Azospirillum spp. en biomasa de diferentes especies vegetales en tres etapas de

proceso de peletizado.

Muestra Bacterias Muestra Bacterias Muestra Bacterias
SUFC mL SUFC mL SUFC mL
18-N2 0£0 ST 00 S-PL 00
AB-N 0£0 AB-T 00 AB-PL 00
A-N 0£0 AT 00 A-PL 00
M-N 0£0 M-T 00 M-PL 00
H-N 0£0 H-T 00 H-PL 00
P-N 0£0 P-T 00 P-PL 00

1S = sauce, AB = alamo blanco, A = acacia, M = maralfalfa, H = higuerilla y P = pino. 2N = natural, T = triturado y PL =

peletizada. 3UFC = unidades formadoras de colonias.

Carga microbiana en medio B-King. Se
observo variacion para la carga de bacterias del
género Pseudomonas spp., entre especies y tipo
de biomasa (Cuadro 3). La higuerilla mostrd
carga bacteriana alta en todas las etapas del
proceso, con valores que superaron la capacidad
para realizar la cuantificacion objetiva de
unidades formadoras de colonias (UFC).
Algunas especies, como pino y alamo blanco,
mostraron un valor bajo de bacterias en la
condicién natural de la biomasa y luego
registraron un nivel alto (201 UFC mL" a
incontable) después de la trituracién. Lo anterior,
se debi6 principalmente a la contaminacion
cruzada que causO la molienda de todas las
especies en el mismo molino, existencia de
resina pegajosa (Lugo et al., 2009; Gallo y
Sarria, 2013) y manipulacién del material
ejercida por los operadores del molino. Después,
se redujo drasticamente el nimero de bacterias
durante el proceso de peletizacion, el cual
incluy6 el tratamiento térmico de la biomasa.
Luego del peletizado, se observé que la acacia y
pino mostraron ausencia total de bacterias del
género Pseudomonas, mientras que el resto de
las especies mostraron valores bajos (2 a 3 UFC
mL-1).

Los resultados, demostraron que algunas
especies como higuerilla y maralfalfa mantienen
carga bacteriana alta, aun después del
peletizado, lo cual puede ser aprovechado para
el uso de esta biomasa en la elaboracidén de
abonos  orgdnicos  con  in6culo  de
microorganismos benéficos. En el caso de
Pseudomonas se recomienda la inoculacion con
una suspension bacteriana con 108 UFC mL
(Zuno et al., 2009). Los resultados concuerdan
con los obtenidos en otros estudios, en los
cuales se obtuvieron efectos favorables de la
interaccion entre higuerilla y bacterias del género
Pseudomonas sp. (Olivares et al., 2017;
Sandilya et al., 2017). Entre los caracteres de
interés agronomico observados en
Pseudomonas spp. se pueden mencionar
acidificacion del suelo, liberacion de nutrientes y
control de poblaciones de hongos fitopatdgenos.
La carga menor de bacterias, observada en pino
y acacia, se debio a las propiedades bactericidas
de algunos compuestos contenidos en la
biomasa de dichas especies (Nathistoc, 2004;
Fekih et al., 2014).
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Cuadro 3. Nivel de presencia de Pseudomonas sp. en biomasa de diferentes especies vegetales en tres etapas del

proceso de peletizado.

Muestra Bacterias Muestra Bacterias Muestra Bacterias
SUFC mL1 UFC mL-1 UFC mL-1

1S-N2 31116 ST Incontable S-PL 21

AB-N 4+2 AB-T 201 +22 AB-PL 2+0

A-N 64 £13 A-T Incontable A-PL 00

M-N 267 £ 15 M-T Incontable M-PL 3+1

H-N Incontable H-T Incontable H-PL Incontable

P-N 120 P-T Incontable P-PL 00

1S = sauce, AB = alamo blanco, A = acacia, M = maralfalfa, H = higuerilla y P = pino. 2N = natural, T = triturado y PL =

peletizada. 3UFC = unidades formadoras de colonias.

Carga microbiana en medio YMA. Se
observaron diferencias para la carga de
bacterias del género Rhizobium, entre especies
de plantas y tipos de biomasa (Cuadro 4). La
higuerilla (57 UFC mL") y maralfalfa (38 UFC
mL-) mostraron la carga de Rhizobium mas alta
en la biomasa natural. Después, se increment6
el numero de bacterias hasta alcanzar 147 UFC
mL-' en la biomasa triturada de maralfalfa y 96
UFC mL-! en el caso de higuerilla. Se observo
que, en la etapa de trituracion se incremento la
carga bacteriana en la mayoria de las especies
(56 UFC mL-"hasta 147 UFC mL-") y Unicamente
la biomasa de pino se mantuvo libre de
Rhizobium en todas las etapas del proceso.
Después, de realizar el peletizado, Unicamente la
higuerilla (21 UFC mL") y acacia (2 UFC mL")
registraron presencia de Rhizobium. La
presencia de microorganismos benéficos para la
fijacion bioldgica de nitrégeno puede favorecer el
uso de la biomasa de estas especies como
abono organico, especialmente en el cultivo de
frijol. Es necesario considerar que los niveles de
indculo recomendados para Rhizobium es de 108

UFC mL-" (Granda et al., 2017), lo cual estuvo
lejos del alcance en todas las etapas del proceso
de peletizado.

Los resultados muestran que la biomasa de
maralfalfa, higuerilla y en menor medida la de
acacia, tienen posibilidades para su uso en la
elaboracion de abonos organicos para frijol y
otras leguminosas, en las cuales se favorecera
la fijacion biologica de nitrégeno. La acacia por
ser una leguminosa mostrd afinidad con
Rhizobium, mientras que para Pseudomonas se
observé efecto negativo. En el caso de higuerilla,
se registrd presencia de ambas especies de
bacteria (Pseudomonas spp. y Rhizobium spp.) a
pesar de los potentes  compuestos
antimicrobianos presentes en toda la planta
(Rashmi et al., 2019). Lo anterior, debido a la
muerte de los tejidos y degradacion de
compuestos, exposicion del interior celular por el
efecto de las temperaturas bajas (heladas),
contaminacion cruzada durante el corte y manejo
de la biomasa; asi como la atraccion bacterial
generada por las lectinas presentes en las
semillas de higuerilla (Kijne et al., 1997).

Cuadro 4. Nivel de presencia de Rhizobium sp. en biomasa de diferentes especies vegetales en tres etapas de proceso

de peletizado.

Muestra Bacterias Muestra Bacterias Muestra Bacterias
SUFC mL UFC mL+ UFC mL
18-N2 7+3 ST 566 S-PL 0£0
AB-N 1£05 AB-T 76+6 AB-PL 00
A-N 1£05 AT 123+ 16 A-PL 2+05
M-N 8+7 M-T 147 +4 M-PL 0+0
H-N 57+7 H-T 9% +6 H-PL 2143

¢/ s0



Agrofaz — Journal of Environmental and Agroecological Sciences

\i’ﬁgrqfaz

MLURREOMEREERT ) of Environmental and Agroecological Sciences

PN 0£0 P-T

00 P-PL 0£0

1S = sauce, AB = alamo blanco, A = acacia, M = maralfalfa, H = higuerilla y P = pino. 2N = natural, T = triturada y PL =

peletizada. 3UFC = unidades formadoras de colonias.

Pruebas Bioquimicas. Las pruebas bioquimicas
corroboraron la presencia de Pseudomonas y
Rhizobium, los resultados fueron los siguientes:

Pseudomonas. Se corrobord la identidad del
microorganismo aislado del medio B-King, el
cual se clasifico como la bacteria Pseudomonas
sp. (Cuadro 5). Otras caracteristicas fueron:
bacterias gram-negativas y alargadas; reaccion
alcalina en Agar-Triple Azucar-Hierro (TSI), sin
fermentacion, produccion de gas ni sulfuro de
hidrégeno (SH.); respuesta positiva en prueba
de citrato y rojo de metilo con acidificaciéon del
medio. Pruebas VP-LIA (sin produccién de
enzimas decarboxilasa, desaminasa o acido
sulfirico) con respuesta negativa; movilidad,
crecimiento alrededor del sitio de inoculacion y
respuesta negativa para las pruebas de manitol y
malonato (Callico et al., 2004). Se dictaminé la
presencia  de  bacterias  del  género
Pseudomonas, sin precisar la especie, ya que se
han observado localmente P. aeruginosa y P.
syringae pv. phaseolicola (Ortiz et al., 2018).

Rhizobium. Los microorganismos aislados del
medio YMA resultaron ser bacterias del género
Rhizobium (Cuadro 5), con los atributos
siguientes: colonias de color blanco, traslucidas
y de forma circular; bacterias gram-negativas,
con bacilos alargados de tono rosado; reaccion
alcalina en Agar-Triple azucar-Hierro, sin
produccién de gas ni sulfuro de hidrégeno (SH2);
respuesta positiva en rojo de metilo y negativa
para la utilizacion del citrato (Saldafa, 2017),
movilidad con crecimiento alrededor del sitio de
inoculacion; la prueba Voges Proskauer
demostrd que el microorganismo ferment6 la
glucosa por la via butanodidlica (Callico et al.,
2004) y cambié de color en la prueba de manitol,
al pasar el medio con bromothymol del azul al
amarillo (Panwar et al., 2012). Las pruebas LIA
demostraron que las bacterias del género
Rhizobium  carecen de enzimas para
decarboxilar, desaminar el acido de la lisina y
son incapaces de producir acido sulfarico. Con
base en los resultados, se dictaminé la presencia
de bacterias del género Rhizobium, sin precisar
la especie, ya que se han observado localmente
R. etli'y otras especies de este género (Vasquez,
1996).

Cuadro 5. Respuesta de Pseudomonas spp. y Rhizobium spp. aisladas de la biomasa de diferentes especies vegetales

en tres etapas del proceso de peletizado.

Prueba

B-King (Pseudomonas)

YMA (Rhizobium)

Tincién de Gram

Agar triple azucar hierro
Rojo de Metilo +
Voges Proskauer -
SIM

Acido sulfhidrico -
Indol -
Movilidad +
LIA

Descarboxilacién de la Lisina -
Desaminacion de la Lisina -
Acido sulfarico

Citrato de Simmons +
Manitol -
Malonato -

—, bacilos alargados
—gas y HzS, reaccion alcalina -

—, bacilos cortos

+
+

Callico et al., 2004; BD, 2015.
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CONCLUSIONES

Se identificaron especies con posibilidades de
ser utilizadas en la produccion intensiva de
biomasa Uutil en la elaboracion de abono organico
(maralfalfa e higuerilla) y biocombustibles sélidos
(todas las especies). Las especies vegetales
mostraron fluctuacion para las variables
evaluadas, lo cual se relaciond con la fenologia
de las plantas y fecha de corte de la biomasa.
Con base en lo anterior, se considerd necesario
establecer la etapa de aprovechamiento mas
oportuna para cada especie considerando la
productividad y calidad de la biomasa, para la
elaboracién de abono organico y biocombustible.
La maralfalfa, higuerilla y acacia son especies
que pueden utilizarse en el corto plazo; mientras
que el alamo blanco y sauce requieren mas de
un ciclo de cultivo para la produccion comercial
de biomasa util en la industria.

Se demostrd la presencia de carga microbiana
en los pélets elaborados con biomasa de
diferentes especies vegetales cultivadas de
forma intensiva. Se detectaron bacterias de
interés agronomico en la biomasa bajo estudio,
las cuales son benéficas para acidificar suelos
alcalinos, liberar minerales y  controlar
poblaciones de  hongos fitopatdgenos
(Pseudomonas spp.); asi como para fijar
nitrogeno atmosférico (Rhizobium spp.) durante
el cultivo de leguminosas. Con base en la carga
microbiana, se puede recomendar la biomasa de
maralfalfa, higuerilla y en menor medida acacia
para su uso en la elaboracién de abonos
organicos. El peletizado mantuvo carga
microbiana en la biomasa de algunas especies
vegetales, lo cual aunque fue bajo resultd
favorable para restaurar de poblaciones de
microorganismos benéficos en el suelo.
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