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Resumen

Para aumentar la producciénanualy el crecimiento vegetal de los cultivos seemplean agroquimicos. Sin
embargo, su uso excesivo genera dafios importantes a nivel ambiental, social y econdmico,debido a su alto
costo y asu composicion quimica. Los bioinsumos, cuyo principioactivoson las bacterias promotoras del
crecimiento, PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), son una solucion segura y sostenible para
estimular el crecimiento vegetal. Estos bioinsumos emplean una cepa o consorcios bacterianos, buscando
resultados favorables para el crecimiento vegetal. Este proyecto buscaevaluar un consorcio microbiano, con
una cepa Bacillus subtilis y otra Pseudomonas.sp, que promueva el crecimiento vegetal en cultivos de interés
econdmico delpais. Para ello se evalué el potencial de promocidonde crecimiento de ambas cepasa partir de
pruebas microbiologicas y bioquimicas (antagonismo in vitro, produccionde indoles totales y lipopéptidos,
solubilizacion de fosfatos y fijacion de nitrégeno), se evaluaron las cepas en plantas de frijol cargamanto rojo
y banano c¢v. Williams a nivel de invernadero, contrastando con un control sin aplicacion de microorganismo s
y con un control positivo de fertilizacion convencional; a través de las variables de respuesta ntimero de hojas,
longitud aérea, diametro del tallo. Adicionalmente se realizd una evaluacion técnico-econdmica para la
producciéndel bioinsumo. Las pruebas bioquimicas indicaron una produccion de lipopéptidos e indoles
totales, seconfirmé su potencial para fijacion Nitrogenoy solubilizacion fosfato. A nivelde invernadero se
encontro que las plantas debanano con fertilizante comercial reportabanunatasa de crecimiento mayor en
algunas variables, pero un rendimiento similar a los tratamientos con bacterias. Para el cultivo de frijol se
obtuvo unrendimiento similar en cuanto a longitud aérea y nimero de hojas, sin embargo, el didmetro, el area
foliar y el % germinacion fue menor para el fertilizante comercial. De la evaluacion técnico-econdmica del
procesose encontrd que es viable debidoaun VPN de § 18.507.781.650, un B/C de 4.1 y una TIRde 62.42%
siendo estamayora la tasa de oportunidad empleadaquees del 4.48%.

Introduccion

Colombia es un pais productor de banano y frijol, cultivos de importancia en la economia delpais no so6lo
porserparte de la canasta familiar, sino también porsu potencial de exportacion, especificamente en el caso
del banano. La produccioén de frijol y banano en el pais es cercana a las 115.609 Ton y 6.277.110 Ton
respectivamente[1], sin embargo, estacantidad de frijolno satis face la demanda interna del pais, porlo que es
necesario importar aproximadamente 291.489 Ton anuales de estecultivo [2]. Porotro lado, el banano esta
consolidado enelmercado internacional, con exportaciones de alrededor de 101.4 millones de cajas en el afio
2018, equivalente a una ganancia de aproximadamente 811 millones de délares [3].

La demanda de estos cultivos ha generadounaaplicacion extensiva de agroquimicos con el fin de aumentar
el rendimiento de la produccidny tener control sobre los patdgenos y plagas queafectan a cada cultivo. Si



bien estos agroquimicos proporcionan una mayor disponibilidad de nutrientes para el desarrollo y crecimiento

de la planta, su uso excesivo genera efectos adversos para el medio ambiente, la salud de los animales y
personas expuestos a estas sustancias. En cuanto alaspecto ambiental, se genera unaalteracion en los ciclos
biogeoquimicos, lo cual implica una contaminacion en las fuentes hidricas debido a la cantidad de carga
quimica que contienen, generando eutrofizacion y comprometiendo la salud delas comunidades aledafias a los
cultivos; puesto que algunos de estos compuestos son toxicos y pueden generar efectos adversos a largo plazo

a aquellas personas que los consuman [4]. Adicionalmente, se genera unasaturacion en elsueloy la capacidad
de absorcion de nutrientes se vedisminuida [5]. Debido a esto, sebuscan otras alternativas las cuales logren
contrarrestar el dafio ambiental y social ocasionado poreluso de estos productos.

La aplicacion de bioinsumos agricolas es unade las alternativas para la produccion cultivos conun menor
impacto. Algunos de estos bioinsumos tienen el potencial de reducir eluso de agroquimicos, ayudando a una
agricultura conmayorsostenibilidad. Los biofertilizantes y bioestimulantes, especificamente, promueven y
mejoran el crecimiento vegetal de los cultivos, contribuyendo al cuidado del suelo y/o a la captacion de
nutrientes [6]. Dentro de los biofertilizantes y bioestimulantes seencuentran aquellos cuyoprincipio activo
son bacterias promotoras de crecimiento, conocidas como PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) o
especificamente PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), las cuales habitan en la rizosfera de la planta
y cuentan con la capacidad de incrementar y estimular el crecimiento de la planta, mejorarsu productividad
y/o pueden controlar fitopatdgenos. Dentro de estas bacterias, se encuentran muchas cepas correspondientes a
diferentes géneros bacterianos como Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, entre otros [7]. Estos
microorganismos cuentan con diferentes mecanismos de accidn quese agrupanen mecanismos directos o
indirectos. Alprimer grupo corresponden la produccion de hormonas, la produccion de sideroforos, la fijacion
de nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos, entre otros, que mejoran la nutricién y crecimiento vegetal;
mientras que en elsegundo se encuentran la capacidad de antibiosis, laresistencia sistémica inducida y la
competencia pornicho, mecanismos queayudana mantener la sanidad de las plantas.

En Colombia hasta elmes de agostodel 2019, se encontraron 195 registros de empresas para produccion o
comercializacidn de bioinsumos, de las cuales e150,26% corresponde a empresas productorasy el 48,72% a
empresas importadoras [8]. Asimismo, hasta lamisma fecha se hallaronregistros de 308 productos reportados
como bioinsumos [9]. Actualmente en el desarrollo de bioinsumos, es mas frecuente el uso de las cepas
pertenecientes al género Bacillus,para elcontrol biolgico o promocionde crecimiento vegetal de varios
cultivos, entre los cuales se encuentran el café, soya, manzana, alfalfa, aguacate, hierbas de pastos y arroz.
Esto se debe a que estos microorganismos poseen un alto potencial industrial para el desarrollo de
bioplaguicidas o biofertilizantes [10], ya que cuentan con la capacidad para la formacion de esporas de

resistencia, que soportan la desecacion y el calor, por lo que los formulados bioldégicos tienen mayor
viabilidad [11].

Dentro de los multiples reportes debioinsumos conbase en Bacillus seencuentran los de cepasy procesos
realizados en el grupo de investigacion CIBIOP de la Universidad EAFIT, donde los mejores resultados se han
logrado usando la cepa Bacillus subtilis EA-CB0575 para la promocién de crecimiento vegetalen el cultivo
del banano [12], ademas en cultivos de crisantemo, café [13] y tomate [14]. Del mismo modo, se hallaron
estudios de los efectos que tienen algunos PGPR en especifico sobre el cultivo del tomate, entre ellos se
reportan cepas de las especies Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens, y Serratia marcescens [15]. En este cultivo seencuentra informacion acerca
de la mejora delrendimiento en la planta empleando una co-inoculaciéno un consorcio de Bacillus spp. y
Pseudomonas putida, en comparacion de cualquier otro tratamiento [ 16]. En otros cultivos como la alfalfa, se
reporta el uso de la Pseudomona fluorescens C119 para el desarrollo de un biofertilizante y biopesticida,
obteniendo una mejora del40% en el crecimiento vegetal sin tener incidencia sobre la comunidad microbiana
de la rizosfera de la planta [17]. Porotra parte, se ha encontrado informacion de la inoculacion con cepas de
Rhizobium, Azospirillumy Azotobacter e inoculaciones combinadas o consorcios entre estas bacterias para el
cultivo del frijol, obteniendo una mejora en el nimero de raices laterales formadas [18], ademas de la
inoculacion con cepas del género Ramlibacter sp, mejorando la formacion de nddulos en las raices del frijol
para fijar nitrégeno al igual que el género Rhizobium [19]. De igual modo, algunas cepas de Bacillus 'y
Pseudomonas cuentan con buenos resultados como promotoras de crecimiento vegetal en este cultivo [20].



Este proyecto tiene como fin obtener un bioinsumo a partir de un consorcio microbiano con una cepa de
Bacillus subtilis y una cepa de Pseudomonas sp ambos con potencial para la promocion de crecimiento
vegetal. Se busca entonces que este producto estimule e incrementeel crecimiento vegetal para los cultivos de
interés seleccionados. Ademas, se evalta la viabilidad técnicay econémica de la produccionde bioinsumo en
Colombia.

Materiales y métodos

Microorganis mos empleados : Los microorganismos empleados corresponden a las cepas B33 y C41 del
cepario previamente aislado a nivel de invernadero de plantas de banano variedad Calcutta 4 y Williams
respectivamente (codigos Sibb EA-ED0676y EA-ED0825). Ambas cepas fueron purificadas y conservadas a
-80°C en TSB con glicerolen el laboratorio de Bioprocesos de la Universidad EAFIT, Medellin. Ambas cepas
fueron identificadas pormedio de la secuenciaciondel gen 16S rRNA y sus secuencias se ingresaron al Gen
Bank, obteniendo como resultados los numeros de acceso MN598217 y MN598216, respectivamente.

Para los diferentes ensayos realizados serealizo una activacion previa del microorganismo en el laboratorio
de bioprocesos de la universidad EAFIT, usando un medio so6lido enriquecido (TSA 50, compuestopor20 g/L
y 9g/L batchoagar) e incubando por24h a 30°C.

Evaluacion a nivel in vitro del potencial promotor de crecimiento de los microorganismos empleados
en el consorcio microbiano

Evaluacion del antagonismo microbiano entre las cepas de estudio: Con el fin de generarun consorcio
bacteriano con las cepas B. subtilis B33 y Pseudomonas putida C41, se procedié a evaluar el efecto
antagonicoen el crecimiento de unacepasobrela otra, empleando elmétodo de platos duales. Para ello, se
resuspendieron colonias de las cepas de estudio en ADEy se ajusto la densidad 6ptica a 600 nm (1.0 nm para
B. subtilis y 0.1 nm para Pseudomonas sp) en un espectrofotometro Genesys 10S. Se tomaron 10 uL de B.
subtilis y se sembraron por superficie usando unasade Drigalsky. Una vezterminado el plateo, se tomaron 4
trozos de medio con crecimiento abundante de Pseudomonas.spy se llevarona la caja previamente plateada
con B. subtilis,cadatrozo equidistante del otro, se incubaron por 10 dias a 30°C evaluando la aparicién de
halos alrededor de los trozos. La aparicion de los mis mos indicaria una relacién de antagonismo en las cepas.
Este ensayo contd con 2 tratamientos (B. subtilis en Pseudomonas.sp, Pseudomonas.sp en B.subtilis) 2
réplicas por microorganismo [21]

Produccion de indoles totales (prueba dirigida a la evaluacion de produccion de AIA): El potencial de
producciénde indoles total del Bacillus subtilis y la Pseudomona sp. Fue evaluadoalsembrar las cepas en
medio TSB suplementado con triptéfano en SO mg/mL. El cultivo se incubda 30°Cy 150 rpm por48 horas y
posteriormente, se procedid a la centrifugacion de los cultivos a 450 rpm por 15 min. Se tom6 1 mL del
sobrenadante de cada cultivo y se procedio a lamezcla con 4 mL delreactivo de Salkowsky, previamente
preparado (150uL de H2SO4; 250mL de agua destilada; 7.5mL al 0.5M de FeCL;.6H,0O). La mezcla se dejo en
reposopor Sminutos y se leyo su absorbancia a 535 nmusando unespectrofotometro UV/ VIS Genesys 10S.
La concentracion deestos indoles sedetermind mediante unacurva de calibraciéon conuna solucion etandlica
de 1 mg/mL de AIA entre 0-50 mg/mL [22]. Los tratamientos evaluados fueronlos cultivos de B. subtilis B33,
Pseudomona sp. C41 y control sin cepa. La variable de respuesta (concentracion de indoles totales) fue
medida en pg/mL.

Potencial de solubilizacién de fosfatos: Con el fin de determinar el potencial solubilizadorde fosfatos de
las cepas evaluadas se prepard el medio NBRIP so6lido [23] con algunas modificaciones, consistentes en el
cambio de Cas(POs). por roca fosforica. De esta manera el medio se componia de glucosa 10g, CasPO, 5g,
MgCL.6HO 5g 0,25g, KCI 0,2g, roca fosforica 0.1g, Agar 20g, H,O destilada 1 L). Las cepas en estudio se
sembraron en el medio y permanecieron en incubacion por 10 dias a 30°Cy posteriormente se evalu6 la
capacidad de los microorganismos para solubilizar la roca fosfoérica y crecer dentro del medio [21]. Los
tratamientos evaluados fueron los cultivos de B. subtilis B33, Pseudomonasp. C41'y control sin cepa. La



variable de respuesta (crecimiento bacteriano) se determiné a partir de la aparicion de colonias de cada cepa
en el medio.

Potencial de fijacion de nitrégeno: Para evaluar la capacidad de fijacion de nitrogeno de los
microorganismos de estudio, se procedi6 a la siembra de los microorganismos en elmedio NFb semis6lido
[24] , compuesto por acido malico, 5 g/L; KOH, 4 g/L; Ko:HPO4, 0.5 g/L; MgS04-7H;0, 0.2 g/L; CaCl,, 0.02
g/L; NaCl, 0.1 g/L; FeSO4-7H,0, 0.5; NaMO4-2H,0, 2 mg/l; MnSO4-H,0, 10 mg/l; solucion al 0.5% de azul
de bromotimol en 0.2 M KOH, 2 ml; agar, 0.0175%, pH 6.8. Para ello, la biomasa obtenida después de la
activacionde las cepas se resuspendié en ADE (aguadestilada estéril) y se centrifugé por 15 min a 4500 rpm,
con el fin de realizar un lavado de labiomasa. Posteriormente seajusto la concentracion de labiomasa a una
densidad optica a 600 nm de 1.0 para B. subtilis y 0.1 para Pseudomona sp. Se sembraron 20 uL de la
suspensionde cada cepa por inmersion en 10mL del medio NFb semisolido presente en frascos de 26 mL
cerrados herméticamente. Los cultivos se incubaron durante 10 dias a 30°C. La presencia de manto
microbiano fue tomada como indicador de crecimiento bacteriano y la actividad de fijacion de nitré geno por
parte de las cepas, debido a que requiere de nitrogeno para crecer y el medio no lo provee [24]. Los
tratamientos evaluados fueron los cultivos de B. subtilis B33, Pseudomonasp.C41,Consorcioy control sin
cepa. La variable de respuesta (crecimiento bacteriano) se determiné a partir de la aparicion de un manto
microbiano en el medio.

Produccion de Lipopéptidos (LPs): Con el fin de evaluar la capacidad de las cepas de estudio para
producirlipopéptidos, se preparé un preindculo de20 mL y se sembrd una colonia, la cual se incubd a 150
rpm, 30°C por24 h.Pasadas las 24 h se inoculd el medio (180 mL TSB) en Erlenmeyer de 2000 L, este medio
estuvo bajo 150 rpm y 30°C por4 dias. Pasadas 12h de inoculacién se adicion6 4% (p/v) de resinaamberlita
XAD-16(Alfa Aesar) estéril. Después de los 4 dias, se elimin6 el sobrenadante y se realizaron lavad os
consecutivos de la amberlita con ADEy posteriormente con metanol. La solucionresultante serotoevaporo6 a
50°C y -50 psig de presionhasta obtenerun residuosolido el cualse resuspendié nuevamente en 3 mL de
metanol. Esta suspensionse fracciono en una columna SPEC18 (Solid Phase Extraction) siguiendo elucion es
de 8 mL de acetonitrilo para limpiar la columna de extraccion, metanol al 100%, agua, muestra, agua, metanol
50% y metanol al 100%. Las dos ultimas eluciones fueron recolectadas en Erlenmeyer de 20 mL y
nuevamente se llevaronal rotoevaporadora 50°Cy -50 psig. El s6lido obtenidose resuspendio en 2 mL de
metanol, se almacend en beakerde 10 mL y se secaron a40°C. Una vez seco se resuspendié nuevamente en 1
mL de metanol y se llevd al secador en tubos eppendorfhasta la evaporacion completa del solvente, se
pesaronla cantidad del s6lido y se ajustd su concentracion en 50 mg/mL de metanol. Las muestras obtenidas
se analizaron por cromatografia liquida (HPLC, Agilent 1200) en fase reversaempleandounacolumna Eclipse
XDB C18 (250 x 4.6 mm, Sum), una fase movil A (agua grado HPLC +0.1% TFA) y B (acetonitrilo +0.1%
TFA) con un flujo de 1 mL/min y con deteccion UV a 214y 280 nm. El modo de operacion fue gradiente
(30/100/100% de B en 0/25/35 min), inyectando40 puL de la solucién. [25].

Evaluacion de la cinética de crecimiento de B. subtilis B33 y Pseudomonas sp. C41 a nivel de
laboratorio en matraz

Para determinarla cinética de crecimiento de las cepas de estudio seprepararon losindculos empleando
una coloniadelcultivosolido de cada cepa en TSA 50% y se transfirieron individualmente a 5S0mL de medio
liquido TSB, incubando posteriormente por24h a 150 rpm y 30°C, Luego de 24 horas el cultivo setransfiro a
500 mL de medio TSBy este cultivose incubd a las condiciones previamente enunciadas. Cada 2 horas hasta
llegar a fase estacionaria se realizaron medidas de peso secotomando 1 mL del cultivo, centrifugando a 14000
rpm por 10 min y resuspendiendo el pellet en ADE para realizar un lavado de la biomasa, centrifugando
nuevamente el pellet a las condiciones anteriores y eliminando el sobrenadante para obtenersélo labiomas a;
la cualse secd a30°Cen un horno por48horas. [25]. La determinacion de consumo de sustrato se realizd
tomando 1 mL de medio, centrifugando a 14000 rpm por 10 min y eliminando el precipitado. El sobrenadante
se mezcld enrelacion 1:4 o 1:2, dependiendo de tiempo al cual correspondia la alicuota, conelreactivo DNS,
se llevo a bafio Maria 98°C por 5 min, se adicioné6 ADE y se leyo su absorbancia a 540 nm usando un
espectrofotometro UV/Vis Generys 10S [26]. La concentracion de aziicares reductores se determiné mediante
el método de DNS, usando una curva de calibracion de glucosa como estandar [26]. Adicionalmente, se



realizo la determinacién de unidades formadoras de colonia usando elmedio TSA 50%. Para ¢llo, se realizo la
siembra porsuperficie de 100 mL de las diluciones seriadas (10-!, 10-2, 103, 104, 10, 10-%) ¢ incubando por
48 horas a 30°C. Este muestreo contd con2 muestras, unaen eltiempo 8 horas y otraen el tiempo final de
cinética de cada cultivo. La pureza de los cultivos se verifico en diferentes tiempos empleando un cultivo
enriquecidoporlatécnica “Francés” y tincion de Gram [26].

Evaluar el efecto de la aplicacion de un consorcio Bacillus-Pseudomonas en el desarrollode cultivos
de interés economico como frijol y banano a nivel invernadero

Con el fin de determinar el efecto de la aplicacion de los microorganismos en estudio y el consorcio
microbiano en frijol, se procedid inicialmente a realizar una prueba de germinacion de las semillas de frijol
(2571 de la marca Agrosemillas) en elsustratoa emplearen los diferentes experimentos. Para ello se realizo el
lavado de las semillas tomando NaClO al 3% y sumergiendo las semillas por 10 min, lavando con ADE,
sumergiendo nuevamente en etanol 75% y lavando en ADE[25]. Posteriormente, se realizo la siembra de las
semillas empleando macetas con tierra negra (Vivero Tierra Negra, La Union, Antioquia) y cizco dearroz en
proporcion 4:1. Se sembrd una semilla por maceta y se organizaron en el invernadero de Ingenieria de
Procesos de la Universidad EAFIT. Las macetas se regaron dia por medio y se procedio a evaluar el
porcentaje de germinacion de las semillas como elntimero de semillas germinadas sobre eltotal de semillas
sembradas.

Una vez determinado el porcentaje de germinacion de las semillas, se procedio a realizar el montaje de
evaluacion del efecto de la inoculacion sobre el crecimiento de las plantulas. Para ello se emplearon los
siguientes tratamientos: semillas inoculadas con B. subtilis B33, semillas inoculadascon Pseudomonas sp.
C41, semillas inoculadas conel consorcio Bacillus-Pseudomonas, semillas con aplicacionde un fertilizante
comercial (Urea marca Forza), empleado como control positivo; y finalmente un control absoluto sin
aplicacion de microorganismos, pero side agua. Para ello se cultivaron los microorganismos en medio TSB y
se incubaron a 150 rpmy 30°C por 48 horas. Posterior a la fermentacion, se realizo la recuperacion de la
biomasa centrifugando en tubos Falcon a 4500 rpm por 15 min, el pellet obtenido se resuspendiéo en ADE
hasta obteneruna concentracion de 1x10° UFC/mL (concentracién obtenida a partirde un ajustede DOde 1.0
para B. subtilis y 0.1 para Pseudomonas. sp) [25]. Para generar el consorcio se mezclaron dos partes iguales de
cultivo, para el control positivo sepesaron 0.5 g de fertilizante y se aplicaron alrededor de donde se realiz6 la
siembra de la semilla. Se tomaron medidas de longitud aérea (LA ), nimero de hojas (NH), diametro del tallo
(DT) al inicio y final del tratamiento.

Paraevaluarelefecto de la aplicacion de los tratamientos enunciados en plantas de banano producidas
desde meristemos (RahamMeristms, Meristemos de Colombia), se procedio a realizar unas medidas iniciales
de la planta (LA, NH, DT) para evaluarla tasa de crecimiento al final del tratamiento. Paralaaplicacién del
tratamiento de las plantulas de banano cv Williams, se sumergi6 laturbadela planta en las suspensiones
mencionadas anteriormente por espacio de 1 h. Una vez cumplido eltiempo de residencia en la suspension, se
sembraron las plantulas en 3 Kg de tierra negra y cizco de arroz en proporcion 4:1. Se llevaron a invernadero a
temperatura ambiente y conriego de agua cada dia pormedio y un riego adicional con el tratamiento un mes
despuésde la aplicacioninicial. El tratamiento del fertilizante se realiz6 vertiendo alrededor de la plantula 0.5
g de producto [25]. Adicionalmente, se tuvo en cuenta el peso fresco de las plantas al inicio y final del
tratamiento, como variable asociada al crecimiento y el pesoseco al final del tratamiento.

El disefio experimental consté de un disefio unifactorial completamente aleatorio evaluando el factor
Tratamiento en cinconiveles ((Pseudomonas.sp C41, B. subtilis B33, consorcio Pseudomonas-B-subtilis,
controlabsoluto aguay control positivo fertilizante comercial) con 12 réplicas por tratamiento.

Evaluacion de la viabilidad economica de la produccion del bioinsumo para cultivos de interés
econdémico

Con el fin de determinar la viabilidad econémica de la produccion del bioinsumo en desarrollo, se
realizaron los diagramas de ingenieria del proceso: diagrama de bloques (BFD) y el diagrama de flujo de



proceso (PFD), con el fin de mostrarlas diferentes etapas del procesoy las actividades que las conforman. La
capacidadde produccionse definid con 800 L porlote, la cualse estimé teniendo en cuenta las cifras del
mercado en cuanto a la comercializacion de fertilizantes a nivel nacional y el porcentaje que se deseabacaptar
de este. Posteriormente, se desarrollo la simulacion del proceso con la capacidad de produccion definida
anteriormente haciendo uso del software SuperPro Designer, se desarroll6 y se realizd un reporte de la
evaluacion econdmica en un rango de tiempo de 10afos de produccion, obteniendo asilos valores del valor
presente neto (VPN), la tasa interna deretorno (TIR) y la relacion beneficio -costo (B/C) para un escenario con
un precio de venta determinado. Para desarrollar dicha evaluacionse ingresaron los flujos de los equipos
ademas de los costos del procesoy de capital. Para los costos de capital se tuvo encuentaelcosto totalde los
equipos sumando el costoasociado a la importacion de los equipos (20% de tasaarancelariay 19% del IVA),
ademas de costos por instalacion, adecuacion delespacioy labores ingenieriles. De los costos operaciones se
tuvieron en cuentael costo de la materia prima, costos demano de obra, mantenimiento, repuestoy seguros.
Los ingresos provienen de las ventas asi que seestimé un precio de venta de $25.000 por cada kg de producto,
esto se debe a que el precio promedio que se maneja en el mercado basandonos en el precio de los
agroquimicosy los bioinsumos que se comercializan de tipo granulado es de aproximadamente $30.000.

Resultados y analisis

Evaluacién a nivel in vitro del potencial promotor de crecimiento de los microorganismos empleados
en el consorcio microbiano

Las cepas Pseudomonas sp.y B. subtilisfueron evaluadas en medio solido enriquecido (TSA 50%)con el
fin de determinarla actividad antagonistade unacepasobre otra, lo cualen casode presentarse, impediria el
adecuado desarrollo y actividad del consorcio microbiano como suspension y como formulado,
posteriormente. Después de una semanade seguimiento nose registraron halos de inhibicionen ninguna de
las unidades evaluadas. Con estose descarta inhibicion entre B. subtilis y Pseudomonas sp. almenos a nivel
invitro,y se abre pasoa las pruebas que tienen como objetivo conocer el potencial que tienen las cepas para
ser PGPR. Se realizaron una serie de pruebas bioquimicas y microbiologicas encaminadas a evaluar el
potencial de las cepas para promover el crecimiento vegetal a partir la produccion de indoles totales,
lipopéptidos, solubilizacién de fosfatos y fijacion de nitrogeno ambiental. Se determiné la capacidad de
produccion de indoles totales (se sugiere que en gran medida sea dcido indol acético (AIA)) con valores de
19.6 pg/L para Pseudomonasp.y 14.9 ug/Lpara B. subtilis. Estos valores seencuentran en un rango que
sugiere queestos microorganismos podrian ser benéficos en cuanto a la producciéonde hormonas, ya que no
sobrepasan concentraciones de mas de 35 mg/mL, reportados deletéreos paralas plantas [27]. Estos resultados
concuerdan coninvestigaciones previas realizadas tanto para el género Bacillus como Pseudomonas, donde
bajo técnicas de cuantificacion similares se reportaron actividades de produccionde indoles en valores e ntre
15 y 30 pg/L, aunque la cantidad generada variabamucho decepaen cepa[12][28]. Sobre el potencial de
fijacion de nitrégeno, se evaluo la capacidad de las cepas para crecer en un medio que no proveia elnitrogeno
requerido para el crecimiento bacteriano. Este ensayo se monitore6 por 10 dias, tiempo en el cual se realizé un
seguimiento del crecimiento de las cepas a partir de la aparicion de un manto microbiano. Este manto fue
apreciable a partir del cuarto dia tanto para Pseudomonas sp. como para B. subtilis. Este resultado es acorde
con lo reportado en previas investigaciones donde también se evalu6 el potencial de fijacion de nitré geno en
diversas cepas de Bacillus y Pseudomonas [29] [30] [31] [24]. Se determiné el potencial de ambas cepas para
fijar el nitrogeno presente en el ambiente, incrementando la capacidad de adsorcion radical de nitrato por
parte de las plantas altomar elN, del ambiente, alrededor del 78% del N2 no es aprovechado porlas plantas, y
reducirlo a NH3 para facilitar la incorporacion de este compuestoa la planta huésped [32].

El potencial de las cepas para solubilizar el fos fato presente en el medio y aumentar la presencia de iones
de fosfato aprovechables para el crecimiento vegetal, fue evaluado en medio solido, el cual usaba roca
fosforica como fuente iinica de fosfato. Las cepas del consorcio se sembraronen el medio y estuvieron en
monitoreo constante por 10 dias para evaluar el crecimiento de colonias en el mismo, el cual fue apreciable a
partir del tercer dia de evaluacion paraambas cepas. El uso de roca fosforica en elmedio se fundamenta en
que elsuelo tiene concentraciones altas de fosforo insoluble el cual puede ser solubilizado por las bacterias y



aprovechado posteriormente por las plantas para mejorar su crecimiento y rendimiento. Algunos
investigadores prefieren realizar estas evaluaciones usando fosfato tricalcico en vezde roca fosforica, pero en
realidad este fosfato no se encuentra en el suelo, porlo que la roca fosforica se prefiere sobre este otro
compuesto, ademas de que es una alternativa mas econdmica y con unmenor impacto ambiental [33] [34].
Entre los géneros de bacterias identificados como organismos solubilizadores de fosfato (BSF) se han
reportados Bacillus y Pseudomonas [35], con lo que se tiene mas argumentos para sugerir que las cepas aqui
estudiadas sipodrian mejorar la asimilacion de fosfato del medio.

Se evaluo la produccion de LPs, compuestos importantes por su potenteactividad contra una amplia gama
de organismos, incluidos hongos, bacterias, protozoos y plantas, conbajo nivel ambientalde toxicidad [36].
Se determind que habia una produccionde LPs tantopara B. subtilis como para Pseudomonas. sp. Ademas,
empleando un patrén cromatografico del HPLC para el B. subtilis EA-CB0575, el cual se sometié a
espectrometria de masas posteriormente [25]. Se determiné la produccion de fengicinas para el extracto
metanoico recuperado por la columna SPE con 100% met, visible en los picos comprendidos entre 12.39 min
hastalos 18.13 min de retencion, ademas de la produccion de surfactinas, presente en los picos de 24.5 min a
32.5 min de retencion. Los picos a 19.283 y 20.324 min se sugieren que sean fengicinas e iturinas [37]
[lustracion 1

Hlustracion 1. Cromatograma de produccion de lipopéptidos para la B. subtilis

DAD1 C, Sig=214,16 Ref=360,100 (LIPOPEPTIDOS 2019-10-26 08-30-09\003-0301.D)
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Para las Pseudomonas, se han identificado diversos compuestos con actividades antifingicas,
antibacterianas y compuestos que facilitan la formacion de biopeliculasy la proliferacion de las bacterias en la
rizosfera de los cultivos, entreestos compuestos sedestacan: viscosina, orfamida, putisolvina, fenazina, entre
otros [39], los cuales hansidoidentificados a partir de técnicas cromatograficas y con espectrometria de masas
y se ha encontrado que su caracterizacion es compleja debido a que los tiempos deretencién en las columnas
son muy similares y en muchos casos ocurre un apantallaimiento entre estos compuestos [39]. Los analisis
cromatograficos obtenidos para la pseudonomona sp. C41, presentanunaserie de picos entre los Sy 10 min y
13.357 alos 19.915 min, tiempos de retencidon que concuerdan con estudios decaracterizacion realizados a
condiciones similares al del presenteestudio [40][41], con los cuales seencontropresencia de viscosinay
cromanona, sinembargo alno realizar una espectrometria de masas de las extractos metanoicos obtenidos de
Pseudomonas sp. C41,s06lo se sugiere la presencia de LPs.



Tabla 1. Tabla resumen de pruebas microbiologicas in vitro

Prueba B. subtilis B33 Pseudomonas sp. C41
Antagonismo Microbiano X X
Produccionde indoles (ug/mL) 14.9 19.6
Solubilizacion de Fosfato v v
Fijacion de Nitrogeno v v
Producciénde LPs (Fengicina) v X
Producciénde LPs (Surfactina) v X
Produccionde LPs (Iturina) v X
Produccionde LPs (Otro) X v

Evaluacion de la cinética de crecimiento de B. subtilis B33 y Pseudomonas sp. C41 a nivel de
laboratorio en matraz

Las cepas Pseudomonas sp. y B. subtilis fueron evaluadas, a partir de una cinética de crecimiento, en medio
TSB con el fin de conocer sus parametros cinéticos en el medio de cultivo seleccionado para sucrecimiento.
La Grafica 1 presenta la curva de crecimiento de biomasa y consumo de sustratoen g/Lpara la Pseudomonas
sp.En estase observaque la cepanopresentaunafase de latencia significativa, esto debidoaque el ensayo
contd con un preinodculo de 12 h. La fase exponencial para este microorganismo tuvo una duracion 12 h,
tiempo en el cual se evidencia el crecimiento de la biomasa, la cual pasa de 0.2 g/L al inicio de la
fermentacion y finaliza con un valorde 1.1 g/L, la fase estacionaria tuvo una duracion de32h, tiempo en el
cualse dio porterminada la cinética de este microorganismo conunabiomasafinalde 1.3 g/L. Para el sustrato
siguid un comportamiento en donde las concentraciones disminuian rapidamente en las primeras 12 h de
fermentacion, posterior a este tiempo la variacion de la concentracion fue a una tasa menor, obteniendo
finalmente una concentracion remanente del sustrato de 0.85 g/L. También se evalud la cinética de
crecimiento de B. subtilis B33, en el mismo medio de cultivo que seenuncié previamente. Se encontrd que
esta cepa tampoco presentd una fase de latencia apreciable (Grafica 2) y la curva de biomasa obtenida,
describe un crecimiento exponencial durante las primeras 12 h de crecimiento, en este rango selogro alcanzar
unabiomasade 1.6 g/L, posteriora esta fasese encuentra la fase estable dondela cualse mantuvo por 22 h
alcanzandouna concentracion final para labiomasade 1.5g/Ly el sustratode 0.67 g/L. El sustrato también
tuvo una tendencia de disminucién de concentracion rapida en las primeras 14h y posterioraeste tiempo su
variacion fue mas estable.
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Grafica 1. Cinética de crecimiento de Pseudomonas.sp cepa C41
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Grifica 2. Cinética de crecimiento B.subtilis cepaB33

Los datos obtenidos porlas cinéticas de crecimiento de cada microorganismo fueron evaluados a partirdel
modelo logistico parala biomasay Luedecking Piret para el sustrato, obteniendo valores paraelcoeficiente
de determinacion corregido mayores al 96%. Los modelos empleados se determinaron parametros como
pmax, Xo, So, Yx/s, Xmax son presentados en la Tabla 2, donde seaprecia una similitud entre los valores
obtenidos experimentalmente durante las cinéticas.

Tabla 2. Parametros cinéticos obtenidos para B. subtilis y Pseudomonas. sp a partir del modelo Logistico y
Luedecking Piret

B. subtilis B33 Pseudomonas. sp C41
Parametro Fstimado Experimental FError (%) FEstimado FExperimental Frror (%)
Xo (g/L) 0.42 0.40 4.96 0.25 0.22 12.26
Xm (g/L) 1.51 1.575 444 1.22 1.45 15.62
So(g/L) 2.64 2.83 6.54 2.09 2.83 26.13
Yxis 0.52 0.68 23.72 0.85 0.90 5.63
pm (h1) 0.20 0.25 19.25 0.43 0.37 16.58

En contraste con parametros obtenidos a partir de investigaciones anteriores se encuentra que para el B.
subtilis, evaluado en un medio previamente optimizado (glucosa, 1.0%; Peptona, 3.0%; MgS0O4, 0.2% y
CaClI2 0.5%) a un pHde 7, temperatura de 37°C por 24 h, obtiene unos parametros estimados um, Xmy YX/S

de 0.364h'1, 2.88 g/Ly 2.3 respectivamente [42]. En comparacion con los parametros obtenidos en este
estudio, muestran quela cinética trabajada bajo elmedio TSB y las condicionesno son la mas viable para

obteneraltas concentraciones de biomasa en eltiempo para este microorganismo, ademas coneste medio se
logra un rendimiento de biomasa bajo, por lo que alrededor del 50% delsustratono es aprovechado para su
produccion, porlo que se sugiere realizaruna optimizacion del medio de cultivo, ya que se han reportado

estudios donde alrealizarlo se alcanzan valores de Yx/s 1.8 g/g [25] u optimizar variables de operacioncomo
pHo Temperatura. Para Pseudomonas evaluadaen medio TSBa 30°C, se reporta un estudio anterior donde se

trabajo bajo condiciones similares con otra cepadel género Pseudomonas, el cual obtuvouna pmax de 0.13h~

1, Yx/s de 0.53 y Xmax 1.7 g/L[43], indicauna similitud en algunos parametros y un rendimiento mayor en
otros (umax, Yx/s) aunque el comportamiento cinético obtenido es similar, la cantidad de biomasa no es



suficiente para un proceso donde la produccion de biomasa es tan significativa, por lo que realizar una
optimizacion del medio para beneficiar ain mas la su produccionresulta factible.

Evaluar el efecto de la aplicacion de un consorcio Bacillus-Pseudomonas en el desarrollode cultivos
de interés econémico como frijol y banano cv Williams a nivel invernadero

Evaluaciéon del Banano cv Williams: La evaluacion en campo del consorcio microbiano (Pseudomonas
sp. vy B. subtilis) y los microorganismos individuales se realizo en plantas de banano cv Williams y fiijol
cargamanto rojo. Para el cultivo de banano se evalud tasa de crecimiento de la planta a partir de los
parametros numero de hojas (NH), didmetro deltallo (DT) y la longitud aérea(LA), variables que también han
sido utilizadas en otras investigaciones para determinar el crecimiento nivel invernadero [44]. Los resultados
obtenidos semuestranen la Tabla 3, donde se presentala significancia, obtenida conelmétodo de Dunnett, de
cada tratamiento comparado con el control negativo (agua). De este analisis seobtuvoquela variable LA no
presenta diferencias significativas entre tratamientos, resultado positivosise tieneen cuenta de que el control
positivoes un fertilizante comercial quetiene asociado numerosos impactos negativos. Ademas, las variables
DT sitienen diferencias significativas para el tratamiento fertilizante comercial, con una tasa de crecimiento
deldiametro deltallo mayorala presentada porlos demas tratamientos, para NH, evaluadoa partir del test
Kruskal-Wallis, el fertilizante comercial tuvo diferencia significativa, sin embargoelconsorcioy B. subtilis
B33 presentanuna mediana alta, porlo que puede ser viable para promover el crecimiento en este cultivo y
presentar diferencias significativas en un tiempo de estudio mayor, como se ha encontrado en diversas
investigaciones sobreeltema, donde eltiempo de evaluaciones de mas de 3 meses, ya que algunas variables
de respuesta pueden presentar una diferencia mayor al poder tener mas tiempo para interactuar con el
tratamiento aplicado [44]

Tabla 3. Resultados de la prueba invernadero de los microorganismos evaluados en un cultivo de interés econémico
(Banano cv Williams)

Tratamiento LA(cm) Valor-P DT (mm)  Valor-P NH Valor-P
Controlabsoluto (Agua) 0.69 = 0.06 - 317+0.12a - 283+0.11a -
Bacillus subtilis B33 0.68 + 0.06 1 387+0.15a 066 342+008a 056
Pseudomonas sp.C41 0.67 £ 0.04 1 239+0.11a 057 192+004a 019
Consorcio (Pseudomonas 0894006 08  415+0017a 037 2754015a 099

sp.C4ly Bacillus subtilis B33)

Controlpositivo Fertilizante

L 0.74 £0.05 0.99 948 £0.11b 0.00 4.08+0.08b 0.049
quimico (urea)

Evaluacion del frijol cargamanto rojo: Para el cultivo de frijol cargamento rojo se realizd una prueba
inicial de germinacion con la cual se determinaron las unidades de estudio requeridas para la prueba en
invernadero. Esta prueba de germinacion cont6 con 19 unidades experimentales las cuales contenian tierra
negra abonada en donde se sembr6 una semilla REGICA 2571 de la marca Agrosemillas. El monitoreo
continuo de las unidades experimentales por espacio de2 semanas dio como resultadounagerminacion del
100%, es decir, 19 de las 19 semillas presentaron germinacion. Con base en el ensayo enunciado, el espacio
de invernadero disponible y los recursos asociados a los ensayos, se definié que para elsiguiente ensayo se
trabajaria con 12 unidades experimentales.

Paraevaluarelefecto de la aplicacion de los diferentes tratamientos sobre el crecimiento y desarrollo del
frijol cargamanto se aplicaron los tratamientos y se monitorearon porun periodode 38 dias. Se realizaron
mediciones de numero de hojas (NH), diametro del tallo (DT), longitud aérea (LA) y el area foliar (AF).
Adicionalmente seevaluéla cantidad desemillas germinadas portratamiento. El fertilizante comercial fue el
que menos porcentaje de germinacion obtuvo a pesarde usarla dosificacionsugeridapara los cultivos, las



unidades del control negativo fueron las de mayor porcentaje de germinacion (83.3%) y las unidades
inoculadas con los microorganismos obtuvieron un porcentaje de germinacion intermedio (66.7% y 58.3%).
Este comportamiento puede deberse a una inhibicion del crecimiento porparte de los tratamientos evaluados,
yaque se observo ademas que las unidades del tratamiento fertilizante tenian un crecimiento mas lentoy una
morfologia diferente a las esperadas, mayor ramificaciones, colormas oscuroy hojas mas pequeifias; estas
caracteristicas de crecimiento han sido evaluadas en previas investigaciones donde para otros cultivos
fertilizados con urea y otros agroquimicos presentan problemas de germinacion, crecimiento y rendimiento de
la planta. [45]. Adicionalmente, se han encontrado reportes donde los bioinsumos a partirde PGPR también
puedenretrasar o inhibir el crecimiento de algunos de los cultivos poraltas concentraciones de indoles [46], lo
cualno aplica para este tipode bacterias por lo reportado en analisis anteriores, aunque podria ser causa,
algunas otras sustancias no evaluadas enesta investigacion.

Tabla 4. Porcentaje de germinacion por tratamiento para las semillas de frijol cargamanto rojo anivel de invernadero

Tratamiento % Germinacion
Pseudomonas sp. C41 66.7
Bacillus subtilis B33 583
Consorcio (Pseudomonas sp. C41 'y Bacillus subtilis B33) 66.7
Controlabsoluto (Agua) 83.3
Controlpositivo Fertilizante quimico (Urea) 333

Se realizd un analisis estadistico para cada una de las variables de respuesta empleando el método de
Dunnett, esto conel fin de comparar cada tratamiento con un control que en estecaso es elcontrol absoluto
(Agua) y los resultados se encuentran en la Tabla 5. Para LA existe una diferencia significativa entre el
tratamiento Pseudomonas sp. C41y el control, siendomejorelsegundo. En elcaso de AFtambién hay una
diferencia significativa entre el tratamiento de fertilizante quimico y el control, siendo mejor este ultimo,
ademas es un resultado positivoya queindica que eluso de fertilizante disminuye el A F en los cultivos. Para
DT y NH no se encontr6 una diferencia significativa entre los tratamientos y el control. Adicionalmente, para
NH se realizo el test de Kruskal-Wallis y efectivamentese obtuvo que todas las medianasde los diferentes
tratamientos soniguales.

Tabla 5. Resultados de la prueba invernadero de los microorganismos evaluados en un cultivo de interés econdmico
(Frijol cargamanto rojo)

Tratamiento LA (cm) Valor-P DT (mm) Valor-P NH Valor-P AF (cmz) Valor-P

Controlabsoluto

8484+138a - 4.15+0.03 - 19.1+0.28 - 85.64+ 144 a
(Agua)
ggg’””‘””‘bnl"s 7003+1.72a 036  443+0.07 056  19.14+0.41 1 76.7+4.97 a
Pseudomonas 1) 2\ 118y 000 4344004 039  19.1340.53 1 88.8442.17a
sp.C41
Consorcio_
(Pseudomonas ¢, 149, 0978 4514008 074 2013403 099  90.68+3.18a
sp.C4ly Bacillus
subtilis
Controlpositivo
Fertilizante 69+1225a 046  435+077 099  19.25+3.92 | 38.9+13.85b

quimico (Urea)

0.93

0.99

0.98

0.03

Aunque el consorcio (Pseudomonas sp.C4l y Bacillus subtilis B33) estadisticamente no es
significativamente diferente al control, es importante resaltar que en todas las variables de respuesta a
excepcion de LA obtuvo lamayormedia. Esto es algo positivo debido a que las plantas conelpasodeltiempo
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necesitan nutrientes los cuales no obtendria consolamente el control, es poresto que el consorcio es una
buena opcidénpara el desarrollo y crecimiento dela planta.

Evaluacion de la viabilidad técnico-econémica de la produccion del bioinsumo para cultivos de
banano y frijol:

Para evaluarla viabilidad técnico-econdémica de la produccion de un bioinsumo conbaseen un consorcio
microbiano con B.subtilis B33 y Pseudomonas.sp. C41, se realizaron los diagramas correspondientes al
proceso, BFD (Ilustracion 3), en este se muestran las diferentes etapas del procesoy las actividades que las
conforman. Adicionalmentese realizo el PFD (Ilustracion 4) en el cualse observa el diagrama del proceso,
ademas de la receta de este; ya que el proceso es de tipo batch o lotes y sus corrientes se encuentran
reportados dentro del diagrama.
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Tlustracion 3. Diagrama genérico de bloques del proceso productivo del bioinsumo
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Hlustracion 4. Diagrama PFD del disefio del proceso productivo del bioinsumo
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Posteriormente serealiz un diagrama de Gantt (Ilustracion 5) para la distribuciondel tiempo deun lote de
produccion. La etapa de esterilizacion dura 1 hora, luego la inoculacion tarda 10horas y la fermentacion 30
horas. Estas dos ultimas se hacen en paralelo debido a que existen dos cepas distintas y asi se evita
contaminacion en los bioreactores, ademas después de ambas etapas serealiza una limpieza de 8 horas, para
esto se almacena el producto de la fermentacion en unos tanques que luegoentran a la siguiente etapa. La
centrifugacion se demora 5 horas, el mezclado 1 hora, el secado 2 horas y por tltimo el empacado tarda 1
hora.

Ilustracion 5. Diagrama de Gantt para dos lotes de produccion

Esterilizacidn

Inoculacidn Limpieza Limpieza
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La comercializacion de fertilizantes en Colombia ha alcanzado una cifra de aproximadamente 2.578.746
Ton anuales. El proceso productivo para el desarrollo del bionsumo agricola con base en un consorcio
microbiano, siguiendo las bases de calculos reportadas en la Tabla 6, obtiene una produccion de
aproximadamente 248 Ton anuales, lo cualrepresenta un 0,01% en este mercado objetivo.

Tabla 6. Bases de calculo para el proceso productivo del bioinsumo

Tiempo de produccion por batch (horas) 50
Tiempo de produccién anual (horas) 8250
Tiempo de produccién anual (dias) 343,75
Numero de batches alafio 165
Tamafo delbatch (kg) 1500
Porcentaje a captar del mercado de fertilizantes en Colombia ~ 0,01%
Tiempo para mantenimientos y parode equipos (dias) 21,25
Tiempo para mantenimientos y paro de equipos (horas) 510

Con base en estos datos anteriores, se simulo el proceso productivo enelsoftware SuperPro Designer, en el
cualse calcularon los indicadores econdmicos para evaluar la viabilidad del procesoen unaproyecciéonde 10
afios. En la Tabla 7 se pueden observar los datos obtenidos en el estudio econémico. En los anexos se
encuentrantodos los costos discriminados para cada uno de los rubros que contiene los diferentes indicadores
economicos. Se determind un VPN de $18.507.781.650 con una inflaciondel 7%, unaB/Cde4.11, es decir,
que los beneficios son 4.11 veces los costos delprocesoy una TIR de 62.42%. Estos valores nos muestran que
el escenario presentaunaviabilidad tanto técnica como econdmica, debido a queel VPN es positivo indicando
que elvalorde la inversion aumentara, y la TIR es de 62.42%, siendo estamayora la tasa de oportunidad
empleada que es del4.48%.
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Tabla 7. Indicadores econdmicos del proceso productivo

Inversionde capital total ($) 3.036.246.150
Inversion de capital cargada a este proyecto ($) 3.036.246.150
Costo de operacion ($/afio) 1.485.677.250
Ingresos ($/afio) 6.127.137.900
Tamafo de lote (kg MP) 1.501,54
Costo Tasa anual (kg MP/afio) 247754
Costo unitario de produccion ($/kg MP) 6.011
Costo neto de produccion unitario ($/kg MP) 6.011
Ingresos de produccion unitaria ($/kg/MP) 24.727
Margen bruto (%) 75,74
Retorno de lainversion (%) 100,52
Tiempo de recuperacion (afios) 0,99

TIR (después de impuestos) (%) 62,42
VPN (al 7,0% de interés) ($) 18.507.781.650

Conclusiones

Las cepas Pseudomona sp CAly Bacillus subtilis B33 obtenidas del cepario previamente aisladoanivelde
invernadero de plantas de banano variedad Calcutta 4 y Williams respectivamente, son potenciales
promotoras de crecimiento vegetal debido a los resultados obtenidos en cuanto ala producciéon de indoles
totales y lipopéptidos, solubilizacién de fosfatos y fijacion de nitrdgeno, mecanismos por los cuales los
microorganismos mejoran el crecimiento vegetal y/o sanidad de las plantas. Los resultados indican una
produccion de indoles totales de 14.9 pg/mL y de 19.6 ug/mL. En cuanto a la produccion de LPs, el B.
subtilis B33 produce fengicinas, surfactinas e iturinas. La Pseudomona. sp C41 produce otros LPs no
identificados en este estudio. Ambas cepas son capaces de solubilizar fosfato usando roca fosforica como
fuente de fosforo y pueden fijar el N, del aire para que sea aprovechable por la planta huésped.
Adicionalmente, como no sepresentd una inhibicion entre las cepas del consorcio, se considera que es viable
desarrollarun bioinsumo B. subtilis-Pseudomonas sp. para promover el crecimiento vegetal de los cultivos de
interés econdmico del pais, que para este caso se enfoco en el cultivo de banano cv Williams y frijol
cargamantorojo.

Alevaluarlainoculaciénde las cepas individuales de B. subtilis B33, Pseudomonasp. C41ly el consorcio
1:1 de ambas cepas en plantas de banano cv Williams y frijol cargamantorojo, cultivos de interés econd mico
seleccionados, se encontrd que para algunas variables evaluadas parael cultivo de banano cv Williams, no hay
diferencias significativas entre los tratamientos con las bacterias y el fertilizante comercial y en otras variables
como NH, la diferencia es significativa para el tratamiento del fertilizante comercial, aunque la tasa de
crecimiento obtenidaes similara la reportada poralgunos de los tratamientos conbacterias. En el cultivo de
frijol, algunas delas variables evaluadas no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos y para
otras variables, como DT, AF y % germinacion, el fertilizante presentdé un rendimiento inferior a los
tratamientos con bacterias, por lo que el uso de bioinsumos con bacterias promotoras del crecimiento se
presenta como una alternativa viable para la fertilizacion de este cultivo.

El desarrollo un bioinsumo conbaseen un consorcio microbiano con Bacillus subtilis B33y Pseudomonas.sp
C41 conuna produccion del 0.01% del mercado objetivo, equivalente a 800L porlotecon 165 lotes al afio
paraun totalde 8250 de horas trabajas incluyendo tiempos de limpieza y con una proyecciona 10 afios y un
precio de venta de $25.000, en términos técnico-econdmico es rentable, debido a que el valorobtenido del
VPN el cuales de $18.507.781.650 es positivo,ademas la TIR de 62.42% es mayorala tasade oportunidad
del4.48% y el tiempo de recuperacion de la inversiones de 1 aio. Es porestarazon que se considera viable la
produccidndel bioinsumo agricola, ademas de ser empleado en cultivos de interés econdmico para el pais.
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Tabla de Anexos o Apéndices

Si se considera quese debe incluirinformacion adicional para la comprensiondel proyecto de grado se
debe entregar esta documentacion en formato digital, agregandola a una carpeta de Google Drive y
compartiendo elenlace corto en la Tabla 1.

Tabla 1. Documentos adicionales incluidos con el proyecto de grado.

Desarrollo Tipo de

Nombre (propio/terceros) Archivo Enlace google drive (https://goo.gl/)
Rubros Propio PDF https://drive.google.com/file/ d{ 1 Y4dP4VNOYBKVs SX3QIXLkjQ
HqltzyZP1/view ?usp=sharing
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