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RESUMEN

Entre los usos de los denominados microorganismos eficientes (ME) esta el del mejoramiento del estado nutricional de los
suelos cultivables. Por lo que, en este estudio se evalué el efecto de los ME en muestras de suelo inoculadas con ME
cultivados en medio liquido (ME anaerébicos) y en compost (ME aerébicos). Para el analisis de las composiciones
porcentuales de los elementos quimicos, la morfologia y el tamafio de las particulas, se us6 la microscopia electrénica de
barrido (MEB) con un detector de energia dispersiva de microandlisis de rayos X (EDX). Las semillas de
Solanumlycopersicum sembradas en muestras de suelo con el tratamiento de ME aerdbico al 20% (aem20%) presentaron los
mayores porcentajes de germinacion de las semillas, y las plantas las mayores longitudes; estas muestras con sus controles
fueron usadas para las evaluaciones por MEB y EDX. La textura en esas mismas muestras fue determinada porel método de
la Pipeta. El porcentaje de carbono fue mayor y el de oxigeno menor en el suelo aem20%, posiblemente influenciados por
los procesos microbianos que requieren alto niveles de oxigeno para su reproduccién y crecimiento de la biomasa,
incrementando los niveles de carbono orgénico. Los analisis por medio de MEB con EDX confirmaron el efecto de los ME
en el suelo, en cuanto a textura y contenido de elementos quimicos. Estos resultados muestran que se requieren mas estudios
a escalas micrométricas para evaluar las interacciones del sistema suelo-microorganismos y asi poder entender su efecto en
los procesos bioguimicos y biofisicos que ocurren en el suelo.

Palabras claves: Microorganismos aerébicos, microorganismos eficientes, MEB, EDX, suelo agricola, textura de suelo.

Evaluation of The Effect of effective Microorganisms in soil using Analytical Scanning Electron Microscopy

ABSTRACT

Among the uses of the so-called effective microorganisms (EM) is that of improving the nutritional status of cultivable
soils. Therefore, in this study, the effect of ME in soil samples inoculated with ME grown in liquid medium (anaerobic ME)
and in compost (aerobic ME) was evaluated. For the analysis of the percentage compositions of the chemical elements,
morphology, and size of the particles, scanning electron microscopy (SEM) with an energy dispersive X-ray microanalysis
(EDX) detector was used. Solanum lycopersicum seeds in soil samples with the 20% aerobic ME treatment (aem20%)
presented the highest percentages of seed germination and the plants the longest lengths. These soil samples and that of a
control soil were used for the SEM evaluations with EDX. The texture in these same samples was determined by the Pipette
method. The percentage of carbon was higher and that of oxygen was lower in the soil aem20%, possibly influenced by
microbial processes that require high levels of oxygen for their reproduction and biomass growth, increasing organic carbon
levels. The analyzes by means of SEM with EDX confirmed the effect of the ME in the soil, in terms of texture and content
of chemical elements. These results show that more studies at micrometric scales are required to evaluate the interactions of
the soil-microorganism system and thus understand their effect on the biochemical and biophysical processes that occur in
the soil.

Keywords: Aerobic microorganisms, effective microorganisms, SEM, EDX, agricultural, soil texture.|

INTRODUCCION habitat de una inmensa biodiversidad [1]. En esa
Los suelos son esenciales para el funcionamiento de los biodiversidad, las poblaciones microbianas en el suelo
ecosistemas terrestres, incluido el control del clima, la estan inmersas en un marco de interacciones que impactan
cantidad y calidad del agua, el ciclo de nutrientes y el el desarrollo de las plantas y la calidad del suelo,
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desempefian muchas funciones y ofrecen muchos
recursos, incluido el control de los ciclos geoquimicos, la
remediacion de la contaminacion y el suministro de
nuevos productos farmacéuticos [2,3,4]. Adicionalmente,
la textura del suelo, como factor abidtico, influye en la
retencion y disponibilidad de nutrientes y en el contenido
de agua, afectando asi el entorno de vida y la actividad
metabolica de los microorganismos [5,6,7]. Esto es
debido a la variedad de tamafios de agregados, espacios
porosos y gradientes quimicos que da como resultado
microhabitats (o nichos) altamente diversificados para los
microbios del suelo, sugiriendo que la heterogeneidad de
las particulas del suelo y su disposicién estructural pueden
explicar la biodiversidad, ya que conduciria a una mayor
variedad de ambientes para los organismos [8, 9,10].

Si bien la biodiversidad en el suelo parece ser importante
en términos de su cantidad y calidad, todavia no se conoce
bien sobre la distribucion de los organismos en el suelo y
el impacto de la naturaleza antrépica o natural. Al
contrario, los parametros fisicos y quimicos estan bien
entendidos y facilmente disponibles para los cientificos y
las partes interesadas, los cuales se utilizan cominmente
como indicadores de la calidad del suelo [11].Por ello, en
las investigaciones se ha incrementado el interés por
estudiar las actividades de cooperacion microbiana para
ser explotadas como una biotecnologia de bajo impacto y
costo para contribuir con practicas agro-tecnolégicas
sustentables y amigables con el ambiente [12].

Ante esta realidad, una de las alternativas que se presenta
actualmente es la utilizacibn de microorganismos
eficientes (ME), tecnologia desarrollada en la década de
1970 por T. Higa [13] que bien utilizada no afecta al
ambiente, empleada por agricultores en la produccién
desus cultivos de ME [14].

El medio de cultivo es preparado para que los inoculos de
ME estén constituidos por la mezcla de varios
microorganismos  benéficos, entre ellos levaduras,

actinomicetos, hongos filamentosos con capacidad

fermentativa y bacterias acido lacticas y fotosintéticas,
que son mutuamente compatibles entre si y que coexisten
en un cultivo [15,16,17].

Los ME tienen funciones importantes en el sector
agricola, entre ellas, la de acelerar la composicion natural
de la materia organica y promover el equilibrio de la flora
microbiana que contribuye con el desarrollo de las
plantas. Los ME son posibles sustitutos de los productos
quimicos y, por tanto, pueden favorecer la preservacion
del medio ambiente. Los ME se recolectan de suelos
forestales fértiles a través de metodologias simples y
economicas, para ser utilizada tanto por los agricultores a
pequefa y a gran escala. Por lo que, la técnica de uso de
ME es accesible y de bajo costo. Ademas, por ser facil de
preparar dentro de una propiedad, contribuye a la
sustentabilidad de los sistemas agricolas [18,19]. Estos
hallazgos del uso de los ME han abierto una ventana de
posibilidades de manejo de la actividad productiva del
campo, por lo que su introduccion en la agricultura como
practicas agroecologicas innovadoras hace necesario el
desarrollo de investigaciones en ese campo. Tomando en
consideracion lo mencionado anteriormente, en este
estudio se evalu6 el efecto de los ME en muestras de suelo
inoculadas con ME cultivados en medio liquido (ME
anaerébicos) y en compost (ME aer6bicos), por medio de

la Microscopia Electronica de Barrido analitica (MEB).

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de suelo fueron extraidas del complejo
agroecoldgico“Los Cautaros”, municipio Sucre, estado
Sucre, Venezuela,en forma zigzag, a un nivel de
profundidad de 20 cm. Seguidamente, las muestras
secadas a temperatura ambientese unieron, se
homogenizaron y se tamizaron usando un tamiz de 2mm
de didmetro,para luego ser usadas como muestras
controles y en los tratamientos con los ME cultivados en

medios aerdbicos y anaerdbicos.
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Determinacion de la textura del suelo

Se us6 el método de la pipeta [20]. El procedimiento se
aplic6 a la fraccion de suelo menor a 2 mm.De
fundamental importancia en este andlisis es el
pretratamiento de las muestras, para conseguir la
dispersion total de las particulas primarias. Por lo tanto,
los materiales cementantes como la materia organica y el
carbonato de calcio fueron previamente eliminados. La
obtencién de fracciones se fundamenta en la
sedimentacion de particulas en suspensién a una
determinada profundidad y tiempos controlados. Para
clasificar las particulas del suelo y denominar sus
caracteristicas texturales, fue utilizado el sistema
propuesto por el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos. De acuerdo con este sistema, los
intervalos del didmetro de particula que corresponde a
cada fraccién de suelo son los siguientes: entre 2,0-0,05
mm para arenas; entre 0,05- 0,002 mm de limo y menor
de 0,002 mm para arcillas. Las caracteristicas de textura
se pueden expresar de dos formas: representando el
porcentaje de arena, limo y arcilla o haciendo referencia a

la clase textural que corresponde a estos porcentajes.

Preparacion de los tratamientos en las muestras de suelos
con microorganismos eficientes

Para la colecta de los ME se selecciondé una compaosicién
importante de mantillo encontrado en la capa superficial
(0 a 5 cm) de suelos himedos tipo fértil, de bosques
himedos tropicales de dos localidades: Rio Brito y La
Montafita, en el estado Sucre, que contendrian los ME
nativos, cuyos principales constituyentes recabados fueron
hongos y bacterias adheridos a la materia orgéanica en
descomposicién.

La reproduccion de los ME se realizo primeramente bajo
fermentacion anaerdbica [17]. Se tomaron 10 kg de
mantillo de bosque, tanto de Rio Brito como de La
Montafiita, que contenian ME nativos, con caracteristicas
especificas de humedad de la tierra con coloracion oscura,

hojarascas y trozos de corteza de arbol blanquecina,

conglomerado de raices de diferente grosor, con insectos
de tierra asociados a la degradacion del suelo, este
mantillo se mezcl6 con los siguientes componentes para la
reproduccion de los organismos nativos recolectados: 4
litros de suero de leche, 4 litros de melaza, 50 g de
levadura y 12 kg de harina integral de Triticum aestivum.
Seguidamente, se homogeniz6 la mezcla y se coloco en
una bolsa plastica de color oscuro, se sell6 dicho
contenedor con ligas plasticas evitando dejar restos de aire
a la mezcla para luego ser introducido en un tanque de
plastico hermético con intencion de cultivar los
microorganismos eficientes en una primera fase, bajo
condiciones anaerobias por 21 dias consecutivos.
Cumplido el tiempo establecido, se procedid a extraer la
cepa madre finalmente procesada del contenedor
herméticamente cerrado (se tomé aproximadamente 15 kg
del solido) colocandolo en un recipiente de 70 litros de
capacidad. Seguidamente, se afiadieron al sélido una
mezcla de suero de leche; melaza y agua sin cloro, en las
siguientes proporciones: 4 litros de melaza, 4 litros de
suero de leche, 5 g de levadura y se completé hasta 50
litros con agua sin cloro y, posteriormente, ser procesada
durante 7 dias adicionales en condiciones anaerdbicas,
para finalmente obtener la solucién inoculante liquida y
concentrada de microorganismos eficientes anaerobios.

Posteriormente, se cultivaron ME en condiciones
aerébicas con la cantidad restante (aproximadamente 15
kg) de la cepa madre de ME cultivado a los 21 dias. Para
ello, se le afiadi6 al material cantidades proporcionales de
restos de desechos vegetales, cenizas, estiércol de caballo
y tierra fértil rica en materia orgénica, con aireacion
(volteo sistematico semanal) hasta completar 60 dias de
tratamiento, dando como resultado un compost

convencional con ME.

Disefio del proceso de tratamiento en las muestras de
suelo
Teniendo homogenizada la muestra de suelo, procedente

del complejo agroecoldgico “Los Cautaros”, se procedio a
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ensamblar los tratamientos en réplicas de 5 muestras, para
un total de sesenta y cinco tratamientos, correspondientes
a las diferentes concentraciones preestablecidas, al tipo de
microorganismo de acuerdo con su cultivo (aerobio o
anaerobio) y procedentes de las dos localidades
mencionadas. La aplicacion de los ME en compost se hizo
al inicio del tratamiento, mientras que el inoculo liquido
(ME anaerobio) se realiz6 tres veces por semana por un
periodo de 20 dias de tratamiento continuo. Las muestras

1-5, corresponden al suelo sin tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio de los tratamientos en muestras de suelo
con microorganismos eficientes.

N° Muestras | %ME Procedencia Tlpo_de
Cultivo
1-5 0 Base Agricola -
6-10 10 Rio Brito Anaerobio
11-15 20 Rio Brito Anaerobio
16-20 30 Rio Brito Anaerobio
21-25 10 La Montafita | Anaerobio
26-30 20 La Montafita | Anaerobio
31-35 30 La Montafita | Anaerobio
36-40 10 Rio Brito Aerobio
41-45 20 Rio Brito Aerobio
46-50 30 Rio Brito Aerobio
51-55 10 La Montafita Aerobio
56-60 20 La Montafita Aerobio
61-65 30 La Montafita Aerobio

Germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de
Solanumlycopersicumen muestra de suelo con los
diferentes tratamientos con ME

Se tomaron muestras de suelo y se colocaron en
recipientes plasticos de 15cm de diametro, luego se
procedio a realizar la siembra de 20 semillas en cada
recipiente (5 réplicas) hasta completar la siembra de 100
semillas certificadas y para ello se pudo determinar el

porcentaje de germinacion (%G), mediante la expresion

D).

N° de semillas germinadas en la bandeja
N° de semillas germinadas en el testigo

%G = *100 (1)

El crecimiento se verifico cada dos dias (al inicio del
tratamiento) y posteriormente se realiz6 semanalmente. La
longitud en la medicion se realiz6 con un micrometro
Vernier marca Starrett en la primera semana y con una
regla graduada de 50 cm hasta un periodo de gestacién de
45 dias. También se procedio a distinguir el tratamiento
con mejor desempefio la estructura fisica (frondoso, tallo

fuerte y hojas verdes) de las plantulas.

Analisis de suelos por Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) analitica

La muestra de suelo seca se fijo en un porta-muestras para
MEB con una cinta de doble cara de carbono. Luego fue
cubierta con Au usando un equipo de sombreado metalico
marca Baltzer, por 2 minutos, para aumentar la
conductividad del sistema y asi mejorar las imagenes
proporcionadas por el equipo. Luego, se procedié a
efectuar el analisis de las particulas de la muestra de suelo
en un microscopio electrénico de barrido (MEB) marca
JEOL modelo JSM-T300 a una escala de aumento entre
100x y 10000x. Luego, se determind la composicion
elemental semi-cuantitativa usando el mismo MEB
equipado con un detector de Energia Dispersiva de Rayos
X (EDX), operado con un voltaje de aceleracion de
20KeV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del proceso de germinacion de semillas
certificadas de S. lycopersicum fueron satisfactorios en
funcién de la rapida formacién de las primeras plantulas,
en particular en los tratamientos aerobios con respecto a
los anaerobios, destacandose los tratamientos con ME en
el suelo: 10% de ME de la localidad Rio Brito, asi como
los tratamientos de suelo con ME al 10, 20 y 30%,
procedentes de la localidad La Montafiita, siendo las
muestras del tratamiento aerdbico al 20% de ME con
mayor nimero de semillas germinadas y en menor tiempo

de germinacion.
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Una vez germinadas la totalidad de las semillas, se
procedio medir la longitud de cada plantula desarrollada,
pertenecientes a los distintos tratamientos con ME en el
suelo. Se destacaron los correspondientes a los
tratamientos aerébicos con ME, y el de mayor crecimiento
fue el de 20% ME La Montafiita, en comparacion con los
tratamientos anaerdbicos y el control.

De esta manera se pudo seleccionar el suelo con
tratamiento aem 20% procedente de la localidad La
Montafiita, con un 73% de rendimiento de germinacion de
semillas de S. lycopersicum. Ademas, este mismo
tratamiento obtuvo también un destacado desempefio en
crecimiento en la plantula cosechada, alcanzando una
longitud méxima de 43,6 cm de longitud con una
importante consistencia en tallo, hojas y raices en
comparacion con los tratamientos anaerobicos.

Para efecto de esta investigacion la textura fue
determinada en la muestra de suelo donde se observo el
mejor rendimiento bioldgico (aem 20%) y en la muestra
de suelo control.

En la figura 1 se observan los porcentajes en el tamafio de
las particulas que conforman a cada muestra de suelo.
Tanto en la muestra del suelo aem 20% como en la
muestra del suelo control se observan similares tendencias
en la proporcionalidad de sus principales componentes
(arena, limo y arcilla) y prevaleciendo, en ambos casos, el
siguiente orden descendiente textural: fraccion arenosa >
fraccion arcillosa > fraccion limosa. En la textura de las
muestras evaluadas de suelo prevalece una alta proporcion
de arena y arcilla, presentando la fraccion arcillosa del
suelo un porcentaje mayor del 30%, lo cual favorece a que
el suelo tenga capacidad de retencién de agua y de
nutrientes [21]. De acuerdo con la caracterizacion textural
del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) [22],la granulometria del suelo estudiado es de
tipo mediano, por lo cuales apropiado para ser empleado
para la agricultura, clasificindose como un suelo arcillo-

arenoso.

% arcilla
° m Suelo aem 20%
| m Suelo control
% limo
couens |
0 20 40 60

Fig. 1. Tamafio de las particulas del suelo control y suelo
aem 20%.

Al comparar los valores de los porcentajes en las
fracciones de la textura en las dos muestras de suelo,
resalta que la fraccion arenosa de suelo control presenta
un porcentaje (57,57%) mayor que el de la muestra aem
20% (53,32%); lo contrario ocurri6 con la fraccion limosa,
el porcentaje (8,57%) del sueloaem20% fue mayor que el
de la muestra control (3,87%). En relacion con la fraccion
arcillosa hubo una muy pequefia variacién entre el
porcentaje, un 38,11% en el suelo aem 20% y el de la
muestra control (38,56%). Estos resultados pueden inferir
la incidencia de los ME en el aumento de la fraccion
limosa y con disminucién de la fraccion arenosa, lo cual
convalida lo expresado por Wilpiszeski [23] que para
entender completamente los procesos biogeoquimicos que
funcionan en los suelos, es necesario comprender las
interacciones a escala micrométrica que ocurren entre las
particulas del suelo y sus componentes microbianos.

En la figura 2 se muestra el espectro de EDX de cada
elemento quimico detectado en la muestra de suelo control
y la tabla de la composicion porcentual en masa y atomica
para cada elemento quimico, se observa que los mayores
porcentajes son de los elementos quimicos C y O, con una
menor proporcion de Fe, Al y Si, este Gltimo en una
mayor proporcion que los dos primeros, resaltando su
porcentaje en masa y porcentaje atdmico.

En cuanto al suelo aemn 20%, se muestra en la figura 3

diferencias en la proporcién de los elementos quimicos C
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y O con respecto al suelo control, especificamente hubo
un incremento de mas del 25% en el contenido de C y un
descenso de més de 16% del contenido de O. Este efecto
posiblemente estuvo influenciado por los procesos
microbianos, cuya actividad probablemente requiere
mayor consumo de oxigeno para su reproduccion en el
medio y para el crecimiento de su biomasa, implicando un
aumento de C, en particular el C organico. Ese aumento
fue evidenciado en esta investigacion, lo que
evidentemente modifica sustancialmente la composicion

en la quimica superficial del suelo.

2 4 G g 10 12 14

Full Scale 226 ct= Cursar: 0000 ke
Elemento  Porcentaje masa (%) Porcentaje atdmico (%0)

C 40,89 50,41

(0] 46,80 43,32

Al 3,62 1,99

Si 4,57 3,99

Fe 1,12 0,30

Total 100 -

Fig. 2. Espectro EDX y composicion porcentual de
elementos quimicos en suelo control de procedencia
agricola.

En la figura 3, también, se observan las composiciones
porcentuales de los elementos quimicos detectados por
EDX en el suelo aem20%, en las cuales resaltan dos
sefiales correspondientes a la composicion porcentual de
Ky Ca, no detectadas en el suelo control, factiblemente
también influenciado por los ME al 20% en compost.

En cuanto al incremento del potasio y calcio, por efecto de
los ME cultivados en medio aerdbico, esto fue

comprobado por medidas en un espectrémetro de emision

Optica con plasma inductivamente acoplado, y se ha
planteado que existen numerosos hongos y bacterias
capaces de solubilizar minerales que contienen potasio por
medio de la produccién de acidos organicos e inorganicos
y la produccién de polisacaridos [24,25].

Estos resultados del incremento del potasio disponible en
el suelo, establecen la importancia de la aplicacion de
microorganismos eficientes, en este caso los aerdbicos en
compost, para solubilizar K, mejorando asi la
productividad agricola y una buena via para reducir el uso

de fertilizantes quimicos, lo cual ha sido un foco de

investigacion reciente [26].

Full Scale 226 cts Cursor: 0.000 ke
Elemento  Porcentaje masa (%) Porcentaje atémico
c 51,19 80,35
(6] 39,25 34,54
Al 3,57 2,34
Si 3,67 2,08
K 0,48 0,14
Ca 0,72 0,25
Fe 1,12 0,30
Total 100 -

Fig. 3. Espectro EDX en muestra del suelo aem 20%.

En las micrografias mostradas en la figura 4, las muestras
de suelo aem 20% y del suelo control mostraron una
heterogeneidad morfolégica de sus particulas. El control
presenté mayor heterogeneidad de particulas que el suelo
aem20% (figuras 4-Ay 4-B).

Por otra parte, tomando en cuenta las particulas mas

pequefias del suelo (limo-arcilla), la muestra control
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presentd un tamafo aproximado de 20<P<l pm y la
muestra de suelo aem20% 35<P<1 um (figuras 4-C y 4-
D); lo cual indica que esta Ultima presenta mayor rango de
tamarfios de particulas que la muestra control.

Los resultados en las micrografias presentadas en la figura
4 tienen correspondencia con el andlisis de textura
presentado en la figura 1, corroborandose que el suelo
aem20% posee mayor proporcion de arcilla-limo (47%)
que la muestra control (41%).

Estos resultados muestran, en correspondencia con otras
investigaciones [4,6,7], que las particulas de arcilla y limo
son mas importantes para los taxones microbianos que las
de arena. Aunque otros investigadores plantean la falta de
un vinculo demostrable entre la diversidad microbiana y
las particulas de arena [27], los resultados en nuestra
investigacion muestran que las comunidades microbianas
moderan la heterogeneidad del suelo, alterando no sélo el
entorno quimico sino también la estructura fisica, por lo
que la heterogeneidad del suelo impulsa y es impulsada
por la diversidad microbiana.

WY MW fGm 7S 1EIULT

)

89 XLN0 MmO BUULHT

: W

M0 fpm 0334 TRUULTT

Fig. 4. Micrografias electronicas realizadas a 100X y
1000X en muestra de suelo control y muestra de suelo
aem20%. Ay C: suelo control. B y D: suelo aem20%.

CONCLUSION

La técnica MEB con EDX permiti6 confirmar la variacion
en la composicion mineral de una muestra del suelo y
también los cambios en la textura del suelo por efecto de
los microorganismos eficientes, respecto al suelo control,

particularmente los ME aerdbicos en compost.
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