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1. Introduccién
El uso de agroquimicos en la regién de América Latina y el Caribe ha incrementado

el rendimiento de diversos cultivos agricolas, aumentado la produccion en un 27.1% durante
los afios 2006 y 2017 (Chavez, et al. 2021). Sin embargo, a pesar de los beneficios que
conlleva el uso de este tipo de fertilizantes, no se justifica utilizarlos debido a los graves
problemas ambientales y ecol6gicos que causan. Teniendo en cuenta lo anterior, el potencial
de contaminacion de un fertilizante quimico se encuentra relacionado con su uso eficiente en
el cultivo, lo que varia de acuerdo con la manera de suministrarlo y la tecnologia necesaria
para su produccién, esto impacta directamente en la actividad agricola generando elevados
costos de produccidn, deterioro ambiental y segregacion social a los agricultores. Teniendo
en cuenta a Chavez, et al. (2021), a nivel econémico el costo de los fertilizantes quimicos es
muy bursatil, ya que depende de los costos a nivel internacional de los insumos necesarios
para su fabricacion y algunas veces del valor de las importaciones. A nivel ambiental el uso
de este tipo de fertilizantes afecta diversos factores como la calidad del suelo, el agua, el aire,
y la biodiversidad, en algunas ocasiones se han evidenciado distintas afectaciones en la salud
de personas, animales y plantas que conviven en un mismo territorio donde usualmente se
aplican. A nivel social, se evidencia que se han generado una polarizacién econémica-social
acompafiada por segregacion y discriminacion hacia el sector rural y las practicas de cultivo

que se han utilizado por generaciones.

De acuerdo con Garcia y Lazovski (2011), los agroquimicos son “sustancias o
mezclas de sustancias destinadas a controlar o evitar la accion de plagas agricolas, regular el
crecimiento de las plantas, defoliar y desecar o proteger del deterioro, el producto o
subproducto cosechado” (pag. 9). Por este motivo, este tipo de productos son de extrema
importancia para la industria agricola, porque disminuyen las afectaciones que producen las
plagas. Aunque, es importante aclarar que estos productos son toxicos, debido a su capacidad
de producir alteraciones a la salud de los organismos en los que se emplea, no obstante, el
uso de estos plaguicidas se puede observar en labores rurales, industriales y en el uso
doméstico, sin tener un control por parte del estado. Sin embargo, aunque en algunos
contextos se afirma que los agroquimicos son selectivos y solo atacan a la plaga que se
quisiera controlar, para Pacheco y Evelyn. (2017) en la “practica no existen compuestos

totalmente selectivos, pero se trata de buscar el producto y forma de aplicacion maés



selectiva.” (pag. 14). Por lo tanto, no solo generan una solucion para el control de plagas,

sino que pueden alterar la biodiversidad que interacciona en el habitat que se aplica.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propone el uso de biofertilizantes, porque son
productos de origen natural que en su composicion pueden presentar una gran diversidad de
microorganismos; bacterias, microhongos y microalgas que proporcionan nutrientes al suelo
y tienen bajos costos de produccion. Este tipo de productos no afectan el entorno de los
organismos gue conviven en su mismo habitat, por lo que promueven la conservacion y
aumento de la fertilidad del suelo, lo que conlleva a una mejora en las préacticas agricolas de
los agricultores de nuestro pais. Teniendo en cuenta que este tipo de fertilizantes estan
compuestos en gran medida por microorganismos, en estos se pueden encontrar poblaciones
de bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre y simbiontes, bacterias y microhongos
solubilizadores de fosfato y promotores de crecimiento vegetal. Por lo tanto, algunas de las
ventajas de utilizar los biofertilizantes es que son menos invasivos para el medio ambiente,
méas econdmicos para los agricultores y por ende disminuyen los costos de la produccién
agricola, mejoran las caracteristicas de produccién en las cosechas y son de facil

implementacion.

De acuerdo con Haro y Valarezo. (2012), el estiercol de los Bovinos es uno de los
abonos maés utilizados en la agricultura rural, por su composicion en cual se evidencian una
gran diversidad de bacterias que se desarrollan en los intestinos de estos rumiantes, sin
embargo, el estiércol de vaca de acuerdo a Gémez (2012), se caracteriza por tener unos bajos
niveles de nitrégeno en su composicién, pero se suele usar en climas frios como un abono
natural, debido a que contiene un 0,6% de nitrégeno, un 0,3% de fdsforo, un 0,4% de potasio
y oligoelementos que promueve el crecimiento de microorganismos y contribuye a la

formacién de las plantas a bajos costos de produccion.

Teniendo en cuenta que el nitrgeno es un elemento versatil y el mas abundante en la
atmasfera del planeta, que se encuentra de forma organica, inorganica y a través de muchos
estados de oxidacion, lamentablemente no es asimilable por ningln organismo eucariota, que
lo necesita como un componente esencial en la construccién de las proteinas, acidos
nucleicos y otras macromoléculas, esenciales para la vida. No obstante, los organismos

procariotas si lo utilizan para realizar sus procesos de nutricién primarios. Lo cual, puede



definirse como la oxidacion biologica del amonio al nitrato, que es realizada por
microorganismos aerobios que utilizan el O2 como aceptor de electrones. De acuerdo con
Domene y Rodriguez (S.F), “Las poblaciones autotrofas, que realizan la nitrificacion, utilizan
dos formas de nitrégeno reducido, amoniaco y nitritos, como fuente de energia para su
metabolismo, obteniéndose al final el nitrato, que es utilizado como fuente de nitrégeno por

otros organismos.” (pag. 1).

De acuerdo con lo anterior se propone un proyecto de investigacion enfocado, en el
disefio y elaboracion de un manual sobre la aplicacion de poblaciones de bacterias
biofertilizantes aisladas de estiércol de ganado bovino, con el fin de incentivar el uso de
biofertilizantes con este material pedagodgico, ya que los manuales permiten fomentar un
proceso educativo por medio de la construccidn previa de saberes expuestos a partir de

actividades y experiencias.

2. Justificacion
El presente trabajo de investigacion se enfoca en realizar un proceso de aislamiento

de bacterias presentes en estiércol de ganado bovino con fin de promover el uso de
biofertilizantes. Estos son fundamentales para la industria agricola, porque mejoran las
caracteristicas de produccion en las cosechas y son de facil implementaciéon para los
agricultores conllevando costos muy bajos que benefician al precio de produccion de algunos
alimentos de uso cotidiano y también de plantas de tipo industrial, su principal objetivo es
contribuir al crecimiento y desarrollo de las plantas, aportando nutrientes que utilizan para
disminuir el tiempo de crecimiento y de esta forma acelerar la produccién agricola

obteniendo mejores beneficios.

Por otra parte, las bacterias estan presentes en todas las zonas del planeta Tierra, ya
que se adaptan a una gran variedad de climas y producen sustancias organicas e inorganicas,
que son utilizadas en los procesos de la industria y agricultura. Algunas de las poblaciones
de bacterias nitrificantes contribuyen a la circulacion del nitrégeno en el planeta, De acuerdo
con Domene y Rodriguez (S.F), utilizan dos formas de nitrogeno reducido, amoniaco y
nitritos, como fuente de energia para su metabolismo, obteniéndose al final el nitrato que

organismos eucariotas como las plantas pueden utilizarlo.



Ademas, es importante sefialar que en Colombia segln el ICA en el afio 2018 la
poblacion de Bovinos era de 28.245.262, por lo tanto, la produccion de excremento de este
ganado es alta, ya que algunos de estos organismos defecan en promedio 10 veces al dia.
Teniendo en cuenta que este excremento contiene una gran diversidad de bacterias que se
desarrollan en los intestinos de estos rumiantes que contribuyen al crecimiento de las plantas,
ya que serian abonos de tipo organicos, y son de facil acceso para la gran mayoria de los
agricultores y se convierte en una alternativa facil y barata que disminuye el uso de

fertilizantes quimicos.

Por otro lado, es importante mencionar que este proyecto nace a raiz de un gusto
persona que comenz6 con la asignatura de profundizacion Sistemas Microbianos y la
observacion de diversas bacterias, por tal motivo esto aporta a mi formacion como licenciado
en biologia, porque me brinda referentes tedricos y metodologicos para realizar en futuras

practicas con educandos para el estudio de los microorganismos.

Por tal motivo, este ejercicio practico promueve el desarrollo de habilidades en la
implementacion y formulacion de proyectos de investigacion que considero fundamentales
en el proceso de formacion de los maestros. Por otra parte, este Trabajo de Grado aporta a la
ensefianza de la biologia en el sentido que fomenta el uso responsable de los biofertilizantes
enfocandose en los beneficios que trae para las plantas y el suelo. Ademas, motiva el estudio
de los microorganismos enfocandose en una poblacion educativa universitaria que esta
formandose en educacidn, que por lo general tiene un mayor contacto con el tema agricola 'y
por esta experiencia conocer los beneficios que conlleva la aplicacion de este tipo de

biofertilizantes.

Para la Linea de Investigacion en Biodiversidad, Biotecnologia y Conservacion,
aporta un referente metodologico que promueve la investigacion en bacterias y aporta una
propuesta pedagdgica que tiene como objetivo evidenciar los beneficios que tiene la

implementacion de biofertilizantes.

Finalmente, es importante el disefio y elaboracion de un manual como propuesta
educativa que promueve el ejercicio de investigacion y se pueda difundir en diversos
contextos educativos, ya que el manual permitira que las experiencias adquiridas a través de

la experimentacion puedan llegar a los agricultores que utilizan los fertilizantes quimicos y
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de esta forma tomar una decision sobre la técnica de fertilizacion que sea mas amigable con

el medio ambiente.

3. Marco Tedrico

3.1 Fertilizantes
Para Flores (2018) se denomina “fertilizante o abono a las sustancias organicas o

inorgénicas que contienen nutrientes en formas asimilables por las plantas, que mantienen o
incrementan los contenidos de estos elementos en el suelo, que mejoran la calidad del sustrato
a nivel nutricional y estimulan el crecimiento vegetativo de las plantas.” (Pag. 2). De acuerdo
con esto, son sustancias con nutrientes asimilables para las plantas que promueven su
crecimiento y desarrollo, disminuyendo el tiempo de produccion que es utilizado en la

industria agricola.

Teniendo en cuenta lo anterior, es importante mencionar que el autor en el texto
abordado menciona diferentes tipos de biofertilizantes como: - Los abonos verdes: su
propdsito es aumentar la cantidad de material organico presente en el suelo, lo que conlleva
una mejora de su composicion. Ademas, contribuyen a restaurar o incrementar la actividad
de los microorganismos presentes y proporcionan nutrientes. — Bioinoculantes: son productos
que contienen microorganismos Vvivos o inactivos (como bacterias y hongos), que se afiaden
a los cultivos con el objetivo de aumentar la oferta y disponibilidad de nutrientes en el entorno
(Flores 2018). Estiércoles: Estos aportan nitrégeno y materia organica a los suelos que otros

organismos pueden aprovechar y utilizarlos para su crecimiento. (Flores 2018).

3.1.1 Fertilizantes Quimicos
Los fertilizantes quimicos son sustancias de origen sintético, por lo tanto, son

elaborados artificialmente y estan compuestos por sales minerales de nitrégeno, fosforo y
potasio (NPK). En la industria se conocen dos tipos: simples, solo contienen uno de estos

elementos y compuestos: que contienen mas de uno de estos elementos (Flores 2018).

Por otra parte, esta clase de productos quimicos proveen nutrientes a las plantas que
contribuyen a la absorcion de los sustentos que se encuentran en el suelo, de esta forma
disminuye la carencia de estos y aumenta la eficacia de los cultivos a los que se les suministra.

Sin embargo, Su produccion al ser de manera industrial requiere de altas cantidades de agua y



energia, esto en gran escala de genera emisiones de gases tdxicos para la atmodsfera, ademas

su aplicacion produce altos niveles de nitratos N2O y NHz que son toxicos para el hombre.

Ademas, Los fertilizantes quimicos en la actualidad son la opcion mas tradicional que
eligen los agricultores para mejorar la produccién de los cultivos y asi mismo disminuir la
presencia de patégenos y mitigar posibles enfermedades. Sin embargo, su uso tiene graves

consecuencias tanto en las plantas como en el medio ambiente. (Linea Verde. S.F)

3.1.2 Fertilizantes organicos
Para Garro (2017) los fertilizantes organicos “son sustancias de origen vegetal o

animal que se encuentra en el suelo, cuando proviene de plantas estara conformada por hojas,
troncos y raices, o bien al originarse de animales e incluso microorganismos, por lo que estara
formada por cuerpos muertos y sus excretas” (pag. 20), la mayor parte de estas sustancias
provienen de las mismas fincas, lo que promueve la sostenibilidad de los sistemas de
produccion, ademéas a comparacion de otros tipos de fertilizantes, no se necesitan altas
cantidades de agua y menos productos industriales que a su vez disminuye la contaminacién

del territorio donde se aplica.

Ademas, los abonos organicos son elementos cruciales para la regulacion procesos
relacionados con la productividad agricola, en su composicién quimica tienen altos
contenidos de nitrogeno mineral y cantidades significativas de otros elementos nutritivos
esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, y dependiendo del nivel aplicado,
originan un aumento en los contenidos de materia orgéanica del suelo, con la capacidad de

retencion de humedad y en el pH (Ramos, Terry 2014)

3.1.3 Biofertilizantes:
Para Flores (2018) Es un fertilizante biolégico de origen natural que proporciona a

las plantas todos los nutrientes que requieren y mejoran la calidad del suelo creando un nicho
microbioldgico. Teniendo en cuenta lo anterior para Afanador (2017) son una sustancia que
“contiene microrganismos vivos que, al ser aplicada a semillas, superficies de plantas o suelo,
colonizan la rizosfera o el interior de la planta y promueve su crecimiento aumentando el
suministro o la disponibilidad de nutrientes primarios”. (pag. 2). Su principal objetivo es
movilizar la disponibilidad de nutrientes con base en su actividad biologica, ademas recupera

el microbiota del suelo que se ha perdido por el uso de fertilizantes quimicos industriales.



Ademas, contribuyen a la conservacion de las practicas agricolas y al aumento de la
demanda mundial de alimentos y de esta forma disminuir las afectaciones al medioambiente,
en especialmente la calidad del suelo y equilibrio ecolégico. Algunas de las ventajas de
utilizar los biofertilizantes es que son menos invasivos para el medio ambiente y mas
econdémicos para los agricultores del pais y por ende disminuye los costos de produccion de
los alimentos. A partir de su uso mejora la produccion en las cosechas y son de facil

implementacion para los campesinos.

3.2 Bacterias:
Se podria definir a las bacterias como organismos procariotas unicelulares, que

carecen de organelos, no tienen un nucleo definido y son de vida libre. Segun Mercedes y

Ricardo (2017), las bacterias al ser organismos procariotas son:

Capaces de utilizar una amplia gama de sustancias reducidas (organicas e inorganicas) y de
agentes oxidadores para generar gradientes electroquimicos y producir energia y poder
reductor; ademéas del metabolismo fermentador. Los agentes oxidadores son variados, por
ejemplo, oxigeno, nitrato, sulfato, Fe (lll), As (IV), Se (VI), etc.), dependiendo de las
condiciones del habitat. (pag. 2)

A partir de esto, las bacterias se caracterizan por tener una gran diversidad metabdlica,
que les permiten colonizar diversos lugares del planeta Tierra y poder adaptarse. Por lo
general las bacterias poseen un citoplasma delimitado por una membrana plasmatica, en la
parte exterior se encuentra la pared celular que varia segun el tipo de bacteria y le permite
obtener nutrientes del exterior. Por otra parte, el genoma bacteriano esta constituido por un
filamento largo de ADN, circular y cerrado, que esta compactado al interior del citoplasma

denominado nucleoide, y también poseen capsula, flagelos y fimbrias. (Gino 2018)

3.2.1 Nutricién Bacteriana
Para poder crecer y desarrollarse las bacterias requieren de un ambiente propicio que

contribuya a su proliferacion, por tal motivo necesitan una serie de nutrientes en el medio
que faciliten este proceso: agua, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y algunas
sales minerales (Ver figura 1). Asi mismo Caycedo et, al (2021) define a la nutricién en las

bacterias como:



Un conjunto de procesos por los cuales los seres vivos toman del medio las sustancias que
necesitan para su desarrollo (nutrientes) que requieren para su catabolismo (mantenimiento)
y su anabolismo (crecimiento). De igual forma, las bacterias también realizan sintesis de

nuevos compuestos celulares, que demandan energia procedente del medio ambiente. (pag.2)

Las Bacterias presentas diversos tipos de nutricidn, algunas toman como fuente la
energia proveniente del sol, a lo cual se le denomina bacterias fotétrofas; fotolitdgrafa que
captan energia luminica en presencia de sustancias inorganicas y - fotoorganotrofas que
captan energia luminica con requerimiento de sustancias. Otras bacterias realizan sus
procesos de nutricion a partir de moléculas quimicas en reacciones bioldgicas de éxido-
reduccion, se les denomina bacterias quimiotrofas; quimiolitotrofas realizan captacion de
energia quimica a partir de sustancias inorganicas y quimioorganotrofas que captan energia

quimica a partir de sustancias organicas. (Caycedo et, al. 2021)

TIPO DE : FUENTE DE
FUENTE DE ENERGIA ORGANISMOS
ORGANISMO CARBONO
Fotolitotrofo Vegetales, bacterias
) Luz solar CO; .
(fotoautotrofo) fotosintéticas
Fotoorgandtrofo Compuestos X )
. Luz solar L Bacterias purpureas
(fotoheterdtrofo) organicos

e Reacciones quimicas Bacterias
Quimiolitétrofo o
o i (compuestos CO, nitrificantes
(quimioautotrofo) . .
inorganicos)
Quimioorgandtrofo Reacciones quimicas
. , Compuestos .
(quimioheterotrofo) (compuestos . Animales y hongos
.. organicos
organicos)

Figura 1: Clasificacién de Microorganismos de acuerdo con la Fuente de Energia. Tomada de
Rodriguez, M (2013)



3.2.3 Bacterias Nitrificantes
En primer lugar, el proceso de nitrificacion se define como la oxidacion bioldgica del

amonio al nitrato, que es realizada por microorganismos aerobios que utilizan el O2 como
aceptor de electrones. De acuerdo con Domene y Rodriguez (S.F), “Las poblaciones
autotrofas, que realizan la nitrificacion, utilizan dos formas de nitrégeno reducido, amoniaco
y nitritos, como fuente de energia para su metabolismo, obteniéndose al final el nitrato, que
es utilizado como fuente de nitrégeno por otros organismos.” (pag. 1). Por lo tanto, se puede
especificar que existen dos tipos de bacterias nitrificantes una que convierten el amoniaco en
nitritos para realizar su proceso nutricion (ver Figura 2) y, por otro lado, las bacterias
nitrificantes que convierten el nitrito en nitrato para su nutricion. Los principales géneros de
bacterias nitrificantes son las oxidadoras de amoniaco: Nitrosomonas, Nitrosospira,
Nitrosococcus y Nitrosolobus y las oxidadoras de nitratos como Nitrobacter, Nitrospira y

Nitrosococcus. (Domene y Rodriguez. S.F).

Bacterias nitrosificantes
1.NHj + O, + 2 € + 2 H* = NH,OH + H,0
2. NH,OH + Hy0 + § Op == NO,™ + 2 H,0 + H*
Sum: NHz + 13 O, = NO,™ + H,0
AGY = 275 kJ/reaccion
Bacterias nitrificantes
NO,™ + 5 O, = NO;”
AGY = -74,1 kJ/reaccion

| Figur: Reacciones que intervienen en la oxidacion de com-
puestos de nitrégeno inorganico por bacterias nitrificantes quimiolito-
trofas, (véanse también Figuras 17.32 y 17.33).

Figura 2: Reacciones que intervienen en la oxidacion de compuestos nitrégeno por bacterias
nitrificantes. Autor Ifion, N (s.f)

3.3. Fijacion Biologica del Nitrogeno
El nitrégeno es un elemento versatil, que se encuentra de forma organica e inorganica

y a través de muchos estados de oxidacidn; que, a su vez es el elemento mas abundante en la
atmosfera del planeta Tierra representando el 78%, sin embargo, no es asimilable por ningun
organismo eucariota que lo necesita para ser un componente esencial para la sintesis de
proteinas, acidos nucleicos y otras macromoléculas, pero si por organismos procariotas que

lo utilizan para realizar sus procesos de nutricion primarios. En ese sentido el ciclo del
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nitrogeno es el proceso por el cual circula y recircula, este ciclo consta de tres etapas

amonificacion, nitrificacion y asimilacion. (Ifion s.f)

Amonificacion es el proceso por el cual segun Ifion (s.f), “los compuestos
nitrogenados encontrados en el suelo, productos de la descomposicién de materiales
organicos son degradados a compuestos simples por organismos que habitan el suelo,
principalmente bacterias y hongos.” (pag. 4) Por otra parte, la nitrificacion es el proceso por
el cual varias especies de bacterias comunes en los suelos oxidan el amoniaco o el ion
amonio. Finalmente, la asimilacion, segun Ifion (s.f), es el proceso por el cual: “Las plantas
pueden tomar el amonio y el nitrato a través de las raices y pueden usarlos para la sintesis de
sus proteinas y los acidos nucleicos. Los animales obtienen su nitrégeno al comer las plantas
0 a otros animales.” (pag. 14), ademas, los animales herbivoros desechan el amonio por

medio de heces fecales donde las bacterias interaccionan en este ciclo.

3.3.1Ciclo del Nitrogeno

Desde un punto de vista termodindmico el nitrégeno gaseoso N2, es la forma mas
estable de este elemento y es el reservorio més importante del planeta, sin embargo, la
cantidad de energia que se necesita para degradar la molécula de nitrogeno (romper los
enlaces), por lo tanto, solo pocos organismos son capaces de utilizar el nitrégeno en el
proceso de fijacion, por esta razén el proceso de reciclaje del nitrégeno se da en sus formas
maés simples como el amoniaco y el nitrato, pero no es suficiente para las cantidades que se

necesitan para los organismos.

Desnitrificacion: Teniendo en cuenta que el nitrato se utiliza como aceptor de
electrones alternativo y su producto final es el N2 o el N2O, lo cual se conoce como el proceso
de desnitrificacion (El paso de nitrato a nitrégeno no gaseoso), este proceso se considera
perjudicial porque elimina el nitrogeno fijado del ambiente, lo que puede ser un problema si
los campos abonados con nitrégeno se inundan, sin embargo, es un proceso beneficioso si se
tiene en cuenta que se utiliza para el tratamiento de aguas residuales. Nitrificacion: Del
amoniaco se produce durante el proceso de descomposicion de los compuestos organicos del
nitrogeno, este compuesto se considera estable. Gran parte del amoniaco liberado por

descomposicion anaerdbica es rapidamente reciclado y convertido en aminoacidos por parte
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de plantas y bacterias. Este proceso se conoce como nitrificacion que es la oxidacion de NH3
a NOs, por parte de la accion de las bacterias nitrificantes, este es un proceso de produccion
de nitrato y si se afiade a suelos 0 materia organica rica en proteinas aumenta la tasa de
nitrificacion que es asimilable por las plantas. Amonificacion es el proceso mediante el cual
se le agrega amoniaco a los suplementos que son usados para conservar y mejorar la
alimentacion de los rumiantes, esta practica hace que se rompan las estructuras de fibras
como los enlaces de lignina, pero ademas permite que se disponga la proteina de tal forma

que favorece a la actividad de manera significativa (ver figura 3).

Bacteri
desnitrific@htes

Bacterias

fijadoras de N - ~
eline raices) Uy, Nitratomo,)

Descomponedores
(bacterias, hongos)

Bacterias

Amonificacién Nithficacion nitrificantes

@ Amonio,") Q’W

Bacterias fijadoras Bacterias
de N; del suelo nitrificantes

Figura 3: Ciclo del nitrégeno. Autor desconocido.

3.4 Manuales
Para Gomez (2010), los manuales son:

Una orientacion escrita, una guia sobre los procedimientos practicos que el estudiante debe

realizar en un laboratorio, sirviendo de apoyo y aplicacidn al curso tedrico; el manual contiene
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entonces aplicacion de teoria, procedimientos y un manejo adecuado de equipos técnicos, que

permiten el acercamiento a procesos de tipo industrial (pag. 23).

En este sentido se puede considerar a un manual como un documento en el cual, se
albergan procedimientos practicos que el educando o el sujeto que desea aprender, por lo
tanto, lo utiliza como guia para realizar una actividad, en este sentido y tomando como

referente a Cifuentes y Quispe (2010), que argumentan que un manual es:

un material impreso que sirve como una herramienta de introduccion al manejo de experimentos
y procesos basicos en microbiologia, un instrumento que apoya el proceso de ensefianza
aprendizaje y facilita las précticas de laboratorio, con explicaciones especificas y detalladas en
relacion con la direccion de los diferentes procedimientos en los protocolos a desarrollar. (Pag.
23)

De lo anterior se puede entender a los manuales como una herramienta didactica que
permite introducir a los educandos a procesos sobre la microbiologia y por medio de la
explicacion de procesos por medio de la elaboracion de esquemas conceptuales que faciliten
el proceso de ensefianza de las tematicas que se quieren compartir. Por otro lado, es
importante mencionar como los manuales facilitan los procesos de aprendizaje, ya que
albergan informacién de forma préctica y didactica que contribuyen en la formacion de los
educandos. Ademas, es importante mencionar que los manuales se desarrollan en base a las

necesidades que tiene la poblacidn y sus caracteristicas particulares.

4. Antecedentes

A continuacion, se presenta una revision documental acerca de diferentes trabajos de
investigacion, que brindan referentes tedricos y metodoldgicos que aportan al proyecto. Estos

se categorizaron en tres aspectos: 1. Internacional 2. Nacional y 3. Local.

4.1 Internacional
En primer lugar, se propone la Tesis de maestria en biociencias realizada por Paredes y Pefia

(2018), titulado Aislamiento de bacterias nitrificantes y evaluacion de su capacidad de
degradacion de tricloroetileno en un biorreactor de lecho natural empacado. El cual tenia
como objetivo general desarrollar biomasa de bacterias nitrificantes para evaluar la capacidad

de tricloroetileno en un biorreactor de lecho natural empacado. Para ello el autor utilizo una
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metodologia de aislamiento y produccion de bacterias nitrificantes a partir de una laguna
aerobia para el tratamiento de aguas residuales utilizando un biorreactor de flujo continuo,
proceso que segun los autores mejoran el proceso de aislamiento de bacterias de dificil
cultivo y brindar las condiciones adecuadas para garantizar el crecimiento y desarrollo, las
bacterias se identificaron a partir de pruebas de PCR vy electroforesis en gel de agarosa,
posterior a esto se evaluo la capacidad de degradacion del TCE por medio de la cromatografia
de gases. Los autores de la investigacion tuvieron como resultado que se ha demostrado que
las bacterias nitrificantes obtenidas de lodos activos utilizados en el tratamiento de aguas
residuales tienen la capacidad de descomponer el tricloroetileno (TCE) en un sistema por
lotes. Ademas, se ha observado que logran una mayor tasa de degradacién cuando se adhieren
y se cultivan en un biorreactor de lecho natural empacado a escala de laboratorio. Finalmente,
este trabajo de tesis aporta a la investigacion referentes conceptuales y procedimentales para
el aislamiento de bacterias nitrificantes, brindando practicas de laboratorio que son de
importancia al momento de realizar los aislamientos pertinentes para ser utilizada en los

bioensayos.

En segundo lugar, se propone un articulo de investigacion realizado por Lépez, Pistili, et al.
(2021), titulado Eficacia de los biofertilizantes en la produccion de variedades de frijol,
presentado por la Universidad Nacional de Concepcidn, Paraguay y fue obtenido por Scorpus
(Plataforma UPN), el cual tenia como objetivo evaluar la efectividad de la aplicacion foliar
de biofertilizantes en la produccién de variedades de haba, el autor utilizo como metodologia
un disefio experimental con parcelas subdivididas dispuestas en esquema factorial (2x3), con
cuatro repeticiones donde la aplicacion de los biofertilizantes se realizé6 mezclando con la
semilla antes de la siembra y posteriormente en cobertura cada 20 dias. Este articulo de
investigacion tuvo como resultados indicar la eficiencia de los Biofertilizantes en la
produccion de variedades de frijol de manera significativa en todas las determinaciones
evaluadas, ademas se pudieron observar algunas de las interacciones significativas de los
factores en la altura a los 70 DDE, nimero de vainas y rendimiento. Por consiguiente, esta
propuesta aporta a mi proyecto de investigacion, en el sentido que brinda referentes tedricos
y practicos, brindando informacion de como los usos de fertilizantes mejoran el rendimiento
del cultivo. Ademas, permite tener un referente practico de gran interés al momento de

formular el bioensayo que se plantea en el trascurso de la investigacion.
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En tercer lugar, se presenta el trabajo de maestria en ciencias realizado por Priscila (2016),
titulado Aislamiento y cultivo de microorganismos asociados a oncoides de manantiales
hidrotermales de Santispac, Bahia de concepcion, B, C, S., México. Donde el autor tiene
como objetivo realizar el aislamiento y cultivo de microorganismos asociados a oncoides de
manantiales hidrotermales. Para ello se infiere que el autor realizo una metodologia de
caracter experimental por medio de la toma de muestras y los aislamientos obtenidos de las
mismas. Como resultado de este estudio, se aislaron un total de 22 cepas bacterianas, y
mediante el analisis de secuencias parciales del 16S ARNTr, se logré identificar los géneros
Nitratireductor, Ornithinibacillus y Bacillus, asi como las especies Bacillus licheniformis y
Synechococcus elongatus. Estos cultivos obtenidos representan una oportunidad para futuras
investigaciones, ya que pueden utilizarse como modelos de estudio para examinar y
comprender los mecanismos genéticos y bioquimicos implicados en la resistencia bacteriana
a metales y metaloides, con el objetivo de aplicar estos conocimientos en procesos de
biorremediacion. Finalmente, este documento aporta a la investigacion ya que brinda una
contextualizacion teorica de algunos conceptos estructurantes a partir del aislamiento de
bacterias nitrificantes, finalmente propone referentes conceptuales que permiten facilitar esta

practica de laboratorio.

4.2 Nacionales
En cuarto lugar, se analiza un Trabajo de Grado realizado por Méndez (2008) titulado:

Determinacion de la microflora bacteriana uterina en vacas donantes de embriones,
presentado a la Pontificia Universidad Javeriana, Bogota. El cual tenia como objetivo
determinar la microflora bacteriana en vacas donantes de embriones en fincas que desarrollan
programas de transferencia embrionaria. Para ello se utiliz6 una metodologia de tipo
experimental en donde se utilizaron 21 vacas donantes de diferentes razas, localizadas en
diversos municipios del pais, donde se tomaron muestras de los primeros chorros después de
haber pasado por un filtro, posteriormente se observé un crecimiento microbiano por medio
de colonias, donde se realiz6 la identificacién de las bacterias por medio de pruebas
bioquimicas para su posterior analisis. Como resultado el autor concluye que en intestino
bovino se identificaron un namero alto de microorganismos, sin embargo, la considera
normal, pero también se identificaron organismos patdgenos que se podrian transmitir. Este

trabajo de investigacion aporta referentes tanto tedricos como procedimentales que son de
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gran importancia para el posterior aislamiento y caracterizacion de bacterias provenientes del
excremento bovino, ademas ofrece un referente de los microorganismos presentes en el

intestino de algunos bovinos.

En quinto lugar, se revisa un Trabajo de Grado, realizado por Natalia Catafio, Laura M.
Franco, Manuela Montoya (2017) titulado: Preliminares para la evaluacién de métodos de
aislamiento y pruebas bioquimicas, para la identificacion de Nitrosomonas sp., obtenidas de
diferentes nichos del campus Belmonte de la Universidad Libre, seccional Pereira, con
propositos de biocompostaje de subproductos de la cafia de azucar, el cual tenia como
objetivo realizar el aislamiento y caracterizacién de bacterias nitrificantes del género
Nitrosomonas sp. Para ello se utilizé una metodologia de tipo experimental, por medio de la
toma de muestras, donde se seleccionando 3 nichos; guadual, cafia brava y pomarrosa, luego
las muestras se sembraron en medio liquido y solido (Agar y Caldo Nitrosomonas), se realizé
la prueba bioguimica de identificacion de nitritos con reactivo de Griess y como prueba
confirmatoria se empled éxido de zinc, para evidenciar presencia de nitratos en el medio.
Como resultado del trabajo de investigacion se obtuvieron diferentes colonias con
morfologias distintas y caracteristicas que las diferenciaban entre si. Segun los resultados del
reactivo de Grises, solo dos de estas colonias fueron positivas para nitritos. Sin embargo,
todas las colonias no mostraron cambio de color al agregar 6xido de zinc, lo que sugiere la
presencia de nitratos y la posible presencia previa de nitritos. Por lo tanto, se presume la
presencia de Nitrosomonas sp. Este antecedente es fundamental, porque me propone
referentes tedricos y metodoldgicos para la identificacion y caracterizacion taxonémica de
bacterias nitrificantes, lo cual permite viabilizar la practica y tener mejores resultados.
Ademas, permite tener una metodologia que se puede aplicar en condiciones de laboratorio

y un referente procedimental de la toma de resultados.

En sexto lugar, se analiza un estudio realizado por Caycedo, Corrales y Trujillo (2021),
titulado: Las bacterias, su nutricién y crecimiento: una mirada desde la quimica, este
documento tiene como proposito realizar una revision bibliografica acerca de los procesos
que hacen parte de la nutricion bacteriana, teniendo en cuenta los requerimientos
nutricionales para que la bacteria pueda sobrevivir estudio realizado por la Universidad

Colegio Mayor de Cundinamarca, Bogota. Se infiere que el autor en el transcurso del articulo

15



de investigacion utiliza una metodologia de revision bibliografica, Como resultado se
propone que la nutricidn es un conjunto procesos y reacciones mediante las cuales los seres
vivos toman del medio, en el que habitan, las sustancias quimicas que necesitan para crecer,
ademas afirma que las caracteristicas distintivas de los medios de cultivo se derivan de los
compuestos empleados en su formulacidn, asi como de las propiedades fisicas y quimicas de
los carbohidratos, las proteinas y los indicadores que revelan el comportamiento de las
bacterias. Este antecedente brinda a la investigacion un aporte conceptual que contribuye al
marco tedrico del proyecto, por otra parte, ofrece algunos referentes de los requerimientos

nutricionales de las bacterias y los medios en donde sobreviven.

En séptimo lugar, se analiza un estudio realizado por Bernal y Orozco (2019), titulado:
Comparacién del estiércol bufalino y bovino como potenciales in6culos en el proceso de
digestion anaerobia, presentado a la Universidad Pontificia Bolivariana, teniendo como
objetivo analizar el estiércol bufalino y bovino como potenciales inéculos en el proceso de
digestion anaerobia. Para el desarrollo se utilizé6 una metodologia de tipo experimental en
donde se tom¢ estiércol de ganado bufalino y bovino de una finca en Santander. Para ello las
muestras fueron recolectadas, transportadas y almacenadas en el laboratorio de la
Universidad Pontificia Bolivariana con el fin identificar y clasificar la diversidad microbiana
presente en los diferentes tipos de estiércol animal y la influencia de familias especificas en
la produccion de metano, asi como también el tiempo de adaptacion o incubacion para crear
una colonia bacteriana sana y eficiente para proceso de digestion anaerobia. Con estos
resultados el autor afirma en una de sus conclusiones es que el estiércol de vaca presenta
mejor adecuacion y produccion de metano respecto al estiércol de bdfalo. Este antecedente
aporta a la investigacion porque muestra las caracteristicas fisicas y quimicas que presenta el
estiércol de bovinos y como sus propiedades podran ser utilizadas para la produccion de
biofertilizantes, lo que demuestra la pertinencia que traeria la implementacion de este para la

realizacién de biofertilizantes.

En octavo lugar, se presenta el trabajo de instigacion titulado Manual de laboratorio para el
estudio de microorganismos anaerobios obligados realizado por Fernando Rodriguez,
Elizabeth Martin, Carolina Laverde Olga Lucia Mayorga, Fredy Carvajal y Tatiana Alejandra

Rodriguez (2011). Donde el objetivo general es brindar de manera detallada métodos y
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estrategias de aislamiento, purificacion, cultivo, conservacion e identificacion de las especies
bacterianas y fungales que predominan en el rumen, ademas se infiere que la metodologia se
basa en el estudio de antecedentes bibliograficos y el planteamiento de diferentes précticas
de laboratorio para el estudio de bacterias. Se obtiene como resultado un manual practico
donde se exponen las reglas y estrategias para aislar, cultivar y propagar en el laboratorio un
microorganismo anaerobio obligado del rumen, ademas el autor propone que gracias a los
avances metodoldgicos presentados en este manual de laboratorio, se ha logrado adquirir
conocimientos sobre la diversidad genética microbiana presente en el tracto digestivo de
diversas especies animales en Colombia, asi como comprender las interacciones complejas
que ocurren en este entorno. Este antecedente contribuye a un referente procedimental donde
se pueden tomar ejemplos practicos de la conformacion de un manual y como plantear

practicas de laboratorio enfocadas en una poblacion en particular.

4.3 Locales
En noveno lugar, se analiza un Trabajo de Grado de Piraquive (2019) de La Linea de

Investigacion Biodiversidad, Biotecnologia y Conservacion, de la Universidad Pedagogica
Nacional, Sede Bogot4, titulado: Analisis del guano del murciélago Carollia perspicillata
como biofertilizante de bosques perturbados, que tiene como objetivo aislar e identificar
bacterias a partir de muestras coproldgicas (guano) del murciélago C. perspicillata y su
relacion como biofertilizantes en bosques perturbados. Para ello se utilizé como metodologia
la obtencién de muestras fecales del murciélago con el fin de observar la actividad
microbiana presente y su posterior analisis. Como resultados se encontré un crecimiento del
doble de tamario del follaje comparado con el control en un mes, indicando que el guano es
un biofertilizante rico en bacterias nitrificantes y nutrientes (NPK) necesarios para el
crecimiento acelerado de una planta. Esta investigacion es importante, porque promueve el
uso de bio-fertilizantes a partir de guano de murciélago, identificando su composicion
microbiana y su relacion con el ambiente, ademas brinda referentes tedricos y practicos sobre
los aspectos metodoldgicos referentes al aislamiento de bacterias promovidos por la linea de

investigacion de mi interés.

En Décimo lugar, se analiza el Trabajo de Grado de Quevedo (2014) titulado: Cartilla para
docentes del Instituto Pedagogico Nacional sobre simbiosis y procesos biotecnoldgicos: el

biofertilizante Rhizobium sp en Phaseolus vulgaris para la reduccion de fertilizantes
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quimicos de la Universidad Pedagdgica Nacional, Sede Bogot4, el cual tenia como objetivo
disefiar una cartilla sobre el biofertilizante Rhizobium sp en Phaseolus vulgaris dirigido a
docentes de Biologia del Instituto Pedagdgico Nacional, como aporte a la ensefianza de la
simbiosis, los procesos biotecnoldgicos y la reduccion de fertilizantes quimicos. Este trabajo
se realizo en dos fases, lo bioldgico con el uso del Cerapio del laboratorio de Biotecnologia
y lo pedagdgico empleando estos resultados para generar un material didactico como
propuesta para la reduccion de fertilizantes quimicos. Este antecedente aporta a mi
investigacion, porque retoma referentes conceptuales y procedimentales de los
biofertilizantes y sus beneficios para la industria, ademas, brinda un ejemplo de como realizar

un material pedagogico para poder ser aplicado posteriormente.

En onceavo lugar, se presenta el trabajo de Grado de la compariera Herrera (2022). Titulado
Micorrizas arbusculares en Lycopersicum esculentum (Tomate Santa Clara): el bioensayo
como una estrategia para la elaboracién de un material didactica que reconozca el uso de los
biofertilizantes. El cual tenia como objetivo general realizar un estudio de la simbiosis de las
micorrizas arbusculares con diferentes géneros con tomate Santa Clara, con el fin de realizar
una estrategia que permita la elaboracion de una cartilla didactica enfocada al reconocimiento
y uso de los biofertilizantes. De acuerdo con esto se infiere que la autora utilizo una
metodologia experimental y un enfoque mixto por el que pudiera plantear su investigacion.
Los resultados obtenidos fue el desarrollo de un bioensayo para la elaboracion de una cartilla
con el fin de evaluar las herramientas educativas y promover la ensefianza desde el interés
particular o colectivo. Finalmente, este antecedente me permite tener un referente tedrico y
practico de la elaboracion de material didactico, a partir de una practica de laboratorio, asi
mismo me permite tener un ejemplo de como platear y realizar un bioensayo y de esta manera

promover el uso de los biofertilizantes.

5. Planteamiento de problema

En el siglo pasado, la poblacion a nivel mundial sufrié un crecimiento acelerado que
conllevo al aumento de produccion y la calidad de los productos agroalimentarios, eso
con el fin de responder a las necesidades alimenticias. Lo anterior impulso al Fitopatologo
Norman E. Borlaug, (el padre de la agricultura moderna), a plantear un proyecto innovador
en 1944 que tenia como objetivo aumentar la productividad del sector agricola incorporando
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avances tecnologicos, incrementando el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, esto
conllevo a la implementacion de practicas agricolas que incentivaron la aplicacion de
pesticidas y fertilizantes quimicos a gran escala que han generado diversos problemas a nivel
econdmico, agricola y social, que afectan a la poblacion humana y aumentan los precios de

los insumos lo que incrementa la desigualdad social.

Por lo anterior, se propone como alternativa el uso de biofertilizantes, estos son
sustancias de origen natural que proporcionan al suelo diversos nutrientes que algunos seres
Vvivos requieren para sus procesos de crecimiento y desarrollo. En su composicion contienen
una gran diversidad de bacterias y microhongos que proveen nutrientes con bajos costos de
produccion sin afectar al medio ambiente, ademas, el uso constante de estos compuestos
promueve la conservacién y el aumento de la fertilidad del suelo, lo que genera un aumento

en las préacticas agricolas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propone realizar el aislamiento de Bacterias
Nitrificantes a partir de una muestra de excremento ganado Bovino de raza Holstein, con el
fin de promover el uso de biofertilizantes, para ello se contempla realizar un bioensayo que
tiene como objetivo comparar dos cultivos, a uno de ellos se le proporcionard el
biofertilizante a partir de poblaciones de bacterias nitrificantes y al otro ningun tipo de
compuesto. Esto se plasmara mediante una propuesta pedagogica en forma de un manual de

practicas de cultivo, para que cualquier persona interesada en el tema pueda aplicarlo.

Por lo anterior se plantea la siguiente pregunta problema:

¢ Como incentivar una estrategia en forma de manual que promueva el uso de los
biofertilizantes por medio del estudio de las poblaciones de bacterias nitrificantes
presentes en excremento de ganado bovino de raza Holstein?
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6. Objetivos

6.1. Objetivo General

e Analizar las poblaciones de bacterias nitrificantes presentes en excremento de ganado
Bovino de raza Holstein, para incentivar el uso de biofertilizantes por medio de una
estrategia pedagogica.

6.2. Objetivos especificos
e Aislar poblaciones de bacterias nitrificantes a partir de excremento de ganado bovino

en medios de cultivo selectivo.
e Comparar mediante Bioensayos con biofertilizantes el crecimiento del cilantro
Coriandrum sativum.

e Elaborar un manual de préacticas de laboratorio como estrategia pedagdgica.

7.Metodologia
Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion es necesario determinar una

ruta metodoldgica que establezca los procesos necesarios para realizar el aislamiento de
Bacterias Nitrificantes a partir de excremento de ganado Bovino de raza Holstein, por ello,
se describiran las fases, técnicas e instrumentos que serviran para la recoleccion de datos y

los anélisis correspondientes.

Ademas, para el transcurso de esta propuesta de Trabajo de Grado es importante,
enmarcar la investigacion a una propuesta metodoldgica, por lo tanto, se propone utilizar un
paradigma hermenéutico descriptivo, el cual permite segin Packer (s.f); integra
descripciones y estudios humanos significativos de manera cuidadosa y detallada con ideas
teodricas previas basadas en cambios en la comprension de la practica. De esta forma la
hermenéutica, permite al investigador estudiar fendmenos sociales que afectan a una a
comunidad en especifico, y de esta manera plantear proyectos de investigacion que permitan
transformar realidades sociales. La descripcion permite al investigador, estudiar e interpretar
una situacion particular que afecta a una comunidad en especial, ademas por medio de la
investigacion se proponen unos proyectos que responden a la situacion estudiada. Para

Gomez (2019), “La hermenéutica es primordialmente tedrica y derivativamente practica,
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puesto que su naturaleza préactica depende de su naturaleza eminentemente tedrica, al ser su
aplicacion”. Lo anterior, es importante porque si se tiene en cuenta que la fundamentacion
tedrica de la propuesta educativa se basa en la experimentacion por medio de la practica, esto
permite que la propuesta educativa que es el insumo final de la Trabajo de Grado comprenda
un referente tedrico que se basa en la descripcion y la fundamentacion tedrica; sin embargo,
también comprende un referente practico basado en la experimentacion que permite reforzar

y dar peso a la propuesta que se desea construir.

Se opta por el enfoque mixto para abarcar aspectos socioambientales ligados con
promover el uso de biofertilizantes mediante el disefio y elaboracion de un manual como
propuesta pedagogica, por lo tanto, se propone un método mixto de recoleccién de datos,
teniendo en cuenta que para Sampieri et all, (2003) “La investigacion oscila entre los
esquemas de pensamiento inductivo y deductivo, ademas de que por parte del investigador
necesita un enorme dinamismo en el proceso. Lleva a un punto de integracion de lo

cualitativo y lo cuantitativo”.

7.1 Area de estudio

El dia 14 de septiembre del afio 2022, se procedio a realizar la toma de las muestras de
excremento de ganado Bovino de 14 ejemplares de la raza Holstein, ubicados en un potrero
de uso comercial encaminado a la venta de bebidas lacteas en el barrio el Pinar, localidad de
Suba — Bogota. Ubicado en la direccién Cl. 152a #99-61 a 99 (ver figura 4), se recurrio a este
sitio debido a la presencia del ganado bovino de interés, es importante mencionar, que el
lugar realiza la venta de leche como actividad comercial, ya que se encuentra ubicado en un

espacio alrededor de casas y apartamentos.
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Figura 4: Ubicacion por medio de la plataforma Google Maps.

7.2 Muestreo Aleatorio Simple.

Para el desarrollo de esta investigacion, se colectaron tres muestras de excremento de
bovino de raza Holstein, cada muestra se realiz6 de forma aleatoria en distintos puntos del
terreno de la finca hasta completar de cada muestra 100 g. Estas muestras estaran separadas
por medio de bolsas plasticas negras y recolectadas con pala para evitar el contacto con el
excremento. Es importante mencionar que no se tomara a un Bovino en particular, sino
varios, y se indagaré sobre su forma de alimentacion, las caracteristicas de la poblacion (edad,

sexo), para el posterior analisis.
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Fase 1: Recoleccion de | |
muestra

Selecciona un sitio cercano a tu hogar donde se evidencie
poblacidén de bovinos._

l

(Busque por la zona demarcada, deposiciones de los animales en)

diferentes puntos y sefidlelos en un mapa.

|

Prepare y coléquese los implementos necesarios para el desarrollo de
la actividad: guantes , calzado y bolsa de platico estéril S

.
| il

Toma la muestra utilizando los guantes y coloca la muestra en una
bolsa estéril

|

Gtiqu@te la bolsa con informacidn sobre la fuente, la f@crﬂ

¥ la hora de la recoleccién.

l

(Es importante transportar la muestra de excremento refriger‘adag

mantenerla a una temperatura entre 2°C y 8°C.

Figura 5: Recoleccion De la muestra (Esquema del Manual). Realizada por Johann Caicedo
7.3 Aislamiento primario de bacterias nitrificantes.

Se toma excremento fresco de la muestra 'y se pesa 10 g y se coloca en un Erlenmeyer
con 90 mL de solucion salina (0.85% NaCl) esteril y se agita por 5 minutos, se deja por 7
diasy asi se obtiene la dilucion 10-1. A partir de esta dilucion realizar diluciones seriadas de
10-2 10-3 (Valencia, H 2010)

A partir de las diluciones seriadas de 10-2 y 10-3 sembrar 0.1 mL en cajas de Petri
con el medio de cultivo selectivo SWA y MCA por duplicado y se deja a temperatura

ambiente por 15 dias.

Medio de Cultivo solido SWA (Soliano y Walker), el cual estd compuesto por (NHa).
SOy (sulfato de amonio) 0.5 g, KH2PO4 (Fosfato monopotésico) 0.2 g, CaCl.2H20 (Cloruro
de calcio) MgSos 7H20 (Sulfato de magnesio hepta hidratado) 0.04 g, Fe-EDTA 0.5 mg, rojo
fenol 0.5 mg, Solucidn de elementos traza 10 mL, agua destilada 1 L y agar- agar de 20 g.
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Composicion Solucion de elementos de traza: NaMoOs 2H,0 (molibdato de sodio)
0.019/100 mL, MnCl; 4H,0 (Cloruro de manganeso) 0.02g/100 mL, CoCl, 4H,0 (Cloruro
de cobalto) 0.002 g/100 mL, ZnSo4 7h20 (sulfato de zinc) 0.017200 mL, CuSO45h,0 (sulfato
de cobre) 0.002g/100 ml.

Medio de Cultivo (MCA) composicion g/L: NaHCO3z (Bicarbonato de sodio) 0.5 g,
MgSOg4 (Sulfato de magnesio) 0.1 g, (NH4)2 SO4 (sulfato de amonio) 0.5 g, KH2PO4 (Fosfato
de disodio) 0.7 g, NaHPO4 (Fosfato de sodio) 13.5 g, CaCl.2H;0 (Cloruro de calcio) 0.18
g, FeCls.6H.0 (Cloruro de hierro) 0.014 g, Agar- agar 20 g.

También se realizard un Cultivo Liquido Selectivo (CLS) en donde se colocan 10 g
de estiércol en 90 mL a este cultivo por 15 dias, la composicion de este medio de cultivo es
g/L: Carbonato de sodio 0.5 g, reactivo A para Nitratos: &cido sulfanilico 8 g y &cido acético
5 mL, reactivo B para Nitritos: naftilamina 5 g y cido acético 5 mL, reactivo de Difenilamina
para nitratos: Difenilamina 0.7 g, H.SOa al 98% 60 mL, agua destilada 28.8 mL, HCL 1N
11.3 mL.

Posteriormente se realizan diluciones de 10-2 y 10-3 y siembra 0.1 mL en el medio

de cultivo s6lido SWA y MCN, dejandolo a temperatura ambiente.
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Fase 2: Preparacion de medios de
cultivo selectivo SWA y MCA

Aliste los siguientes compuestos y péselos de acuerdo a la
cantidad de medios de cultive gue pretenda utilizar

Fara ello utilice los siguientes instrumentos de laboratorio:
una espatula por cada compuesto, balanza digital de
laboratorio, guantes, papel reciclado y Erlenmeyer donde
deposite los compuestos pesados

Fese cada uno de los siguientes compuestos dependiendo dal
medio de cultive v la cantidad que desee utilizar { Las medidas
utilizada estan pensadas para una mezcla de 1000 mL, ajdstela

utilizando una regla de tres)

Adicione en el Erlenmeyer la cantidad de agua destilada
correspondiente para los medios de cultivo.

Con papel aluminio y papel periddico tape el Erlenmeyear w
marguelo con cinta de enmascarar con el respectivo
nombre del medio de cultivo.

Fara evitar contaminacidon del medio es necesario el
proceso de proceso de autoclave para los siguientes
elementos: Erlenmeyer con medios de cultivo y cajas de
Petri envueltas en papel perigdico (el numero de cajas
depende de la cantidad de medic de cultivo)

En el tiempo de espera de el autoclave, limpie el
lugar donde va a servir los medios de cultivo, para
allo utilice alcohol al 70% v servilletas, posterior a

esto cologue varios mecheros y préndalos._

!

Ezpere hasta que solidifique v envuélvalas en papel
parafinado. Coldquelas en una nevera

b

Apenas termine el proceso de autoclave, tome guantes térmicos
y abra el empaque de las cajas de Petri distribuyéndolas en la
zona desinfectada.

Tome el Erlenmeyer y agitelo con fuerza, destapelo y vierta la
mezcla en las cajas de Petri ([cada vez que llene una caja tapela
vy pase la boca del Erlenmeyer por la llama de mechero)
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Figura 6: Asilamiento primario y medios de cultivo. Tomado de manual.

7.4 ldentificacion de las bacterias nitrificantes.

A partir de los aislamientos en los medios de cultivos selectivos, se procedera a
realizar la observacion de las bacterias obtenidas, estas se realizaran mediante la coloracién

de Gram y en microscopio en aumento 100x con aceite de inmersion (ver figura 7).

( Fase 3: vista al microscopio )

Tome el portaobjetos vy
coléquelo en el microscopio

Enfoque la muestra con el
lente 100x y coloque aceite
de inmersion.

Realice la observacién y
dibujos descriptivos de lo
visualizado en el microscopio

Tome fotografias del proceso
y repita con cada una de las
cajas de Petri.

Observador: Camargo, M 12022

Figura 7: Vista a microscopio (tomado de manual)
Se realizaron pruebas bioquimicas para identificar las bacterias obtenidas del cultivo,

para ello se tomara la prueba a partir del reactivo de Griess, que es considerada como una
prueba analitica que determina la presencia de nitritos y nitratos en una solucién, si la prueba
da positiva se podra concluir que en la muestra obtenida del excremento de ganado bovino

se haya la presencia de bacterias nitrificantes.

7.5 Bioensayos con Biofertilizantes y Fertilizantes Quimicos con la planta de cilantro
Coriandrum sativum
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A partir del resultado del aislamiento de bacterias nitrificantes, se realizardn dos
bioensayos, uno con el biofertilizante obtenido del excremento del ganado bovino y el otro
con fertilizantes quimicos, esto se aplicara a un cultivo de cilantro Coriandrum sativum, para
ello se tomaran tres macetas por triplicado ubicadas en el mismo lugar para que comparta las
mismas condiciones ambientales. El seguimiento se realizara por un periodo de dos meses,
anotando en una tabla predeterminada el crecimiento de las plantas en cm y peso en g de la
biomasa, con el fin de evidenciar la eficacia que tiene el uso de biofertilizantes en

comparacién a los que no se les suministro ningun tipo de compuesto.

7.6 Disefio del Manual préctico de aislamiento de poblaciones de bacterias
nitrificantes de excremento de ganado bovino.

Como resultado del proceso de investigacion, se disefia y elabora un manual titulado
Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento de
ganado bovino, con el fin de facilitar el proceso de aprendizaje de la poblacidn en la tematica
y que la informacion contenida en el manual sea de facil comprension. Por lo anterior se
tomara como material de estudio el excremento de ganado bovino Holstein, que segun la
bibliografia consultada posee propiedades fisico quimicas para promover el crecimiento de
bacterias que realizan sus procesos de crecimiento y desarrollo a partir de nitratos y nitritos.

El manual en su estructura estara conformado por una portada donde se detalla el
titulo del trabajo, su autor y las personas que colaboraron en el proceso de elaboracion,
posterior a esto se plantea el indice en el cual se detalla los contenidos del manual por medio
de subtitulos, por otra parte, el siguiente apartado se caracterizara por contener los objetivos
del manual (un general y tres especificos), igualmente se realizara una breve introduccion a
los contenidos principales del trabajo con figuras ilustrativas y se detallaran algunos aspectos
tedricos de la investigacion, a continuacion se realizara el desarrollo de las tematicas por
medio de temas y subtemas, en donde se utilizaran las metodologias en las que se baso el
Trabajo de Grado y se explicaran de forma clara y concisa los procedimientos realizados y
bibliografia.

7.7 Validacién del manual
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El resultado del manual practico se validara con estudiantes de tercer semestre de grupo
dos pertenecientes a la materia Sistemas Microbianos que estan inscritos a la Licenciatura en
Biologia de la Universidad Pedag6gica Nacional. Esto se realizard por medio de unas
preguntas orientadoras en la plataforma forms, donde se validara la pertinencia de la
actividad planteada por medio del manual, se contempla tener un espacio con los educandos
donde se muestre el manual y se realicen algunas préacticas de laboratorio que alli estén
descritas.

8.Resultados y Analisis

8.1 Toma de muestra en el area de estudio.

Para ello se utiliz6 la metodologia de muestreo aleatorio simple. Esta técnica consistia
en tomar de distintos excrementos ubicados en posiciones diferentes dentro del recinto,
pequerias porciones de los desechos de los bovinos con la ayuda de guantes y pala, para evitar
contaminar las muestras. Las porciones recolectadas tenian un peso aproximado de 100 g,
que se guardd en bolsas oscuras y fueron transportadas al Laboratorio de Biotecnologia de la

Universidad Pedagdgica Nacional para ser procesadas.
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Figura 10: grupo de ejemplares de raza Holstein tomada por Johann Bohorquez (2022)
8.1.1 Grafica de cantidad de ganado de la Raza Holstein y su distribucion sexual.

Tabla 1: Cantidad de organismos de la Raza Holstein y distribucion sexual.

Tabla de cantidad de organismos de la Raza Holstein y su distribucion sexual

Sexo Cantidad de individuos
Macho 4
Hembra 10
Total, de Organismos: 14
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Distribucion sexual de ganado vacuno de la
Raza Holstein.

_

Macho ™ hembra

Figura 11: Distribucion sexual de Ganado de la Raza Holstein.

De latabla 1y graficall presentada anteriormente se puede evidenciar que la mayoria
de los organismos de raza Holstein presentes en el lugar de muestreo son hembras que
equivalen a un 71% de la poblacidn total de bovinos, a comparacion del 29% de los machos
presentes en el lugar de estudio. Esto se podria explicar de acuerdo con el fin comercial del
lugar donde se realizd la investigacion, debido a que las hembras producen leche y ello
mejora la cantidad de producto para la venta, en cambio los machos son necesarios para

asegurar la decendencia.
8.1.2 Estadios de los organismos

Los bovinos se caracterizan por presentar diferentes etapas de desarrollo durante su
proceso de crecimiento, por lo tanto, para tener un mejor estudio de la poblacién, se decidié

realizar una tabla donde se evidenciara en que fases de desarrollo en las que se encuentran

los organismos presentes en la zona de estudio.
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Tabla 2: Estadios de los organismos

Fase de crecimiento Cantidad de individuos

Terneros (desde los 0 hasta los 12 3

meses de edad)

Vaquillas o Torillos (desde los 13 2

hasta los 23 meses de edad)

vaca o toro 9

Total, de organismos 14

Fase de crecimiento

[
(@]

9
8
7
6
5
4
3
2
il
(0]

Terneros (desde los 0 hasta Vaquillas o Torillos (desde los vaca o toro
los 12 meses de edad) 13 hasta los 23 meses de
edad)

Figura 12: Estadios de los organismos

8.1.3 Alimentacion de la poblacién de Bovinos de raza Holstein
De acuerdo con una charla realizada con el Duefio del lugar de estudio, se indago

sobre los diferentes alimentos que se les proporcionaba a sus ejemplares en un dia cotidiano,
comentando que la mayoria del alimento que se les proporcionaba era pasto o follajes verdes
que se dieran en la zona, para ello trataba de mover a su ganando por distintos sitios dentro
del potrero y del barrio para que pudieran conseguir una mayor cantidad de alimento, ademas,
indico que ocasionalmente les brinda heno que consigue por la zona y complementa su

alimentacion con concentrado para vacas.
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8.2 Aislamiento primario de bacterias nitrificantes.

Para el desarrollo de la siguiente etapa se realiz6 una metodologia para promover el
crecimiento de bacterias presentes en la muestra de desechos que se tomo en campo, para
ello fue necesario utilizar un Erlenmeyer con 90 mL de solucion salina (0.85% NacCl) estéril
en donde se agregd 10 g del excremento. Este proceso se dejé reposar por un periodo de
tiempo de 7 dias, con ello se obtuvo una muestra diluida a 10™ que se utilizé posteriormente
para realizar las diluciones de 102y 107 que se usarian para sembrar las bacterias en medios

de cultivo selectivo donde solo crecieran poblaciones de bacterias nitrificantes.

8.2.1 Medios de cultivos selectivos SWA 'y MCA

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos del Trabajo de Grado es aislar bacterias
nitrificantes a partir de excremento de ganado bovino, se hace necesario utilizar un método
que solo permita la proliferacion de bacterias nitrificantes de la muestra que se obtuvo, por
lo tanto, se utilizaron dos tipos de medios de cultivos selectivos que permitieran que solo las

bacterias nitrificantes pudieran realizar sus procesos de crecimiento y desarrollo.

Tabla 3: composicion de medios de cultivos selectivos.

Composicion medios de Cultivo selectivos.

Medio SWA Medio MCA

(NH4)2 SO4 (sulfato de amonio) 0.5 g,
KH.PO, (Fosfato monopotasico) 0.2 g,
CaCl.2H20 (Cloruro de calcio) MgSo4 7H,0
(Sulfato de magnesio hepta hidratado) 0.04 g,
Fe-EDTA 0.5 mg, rojo fenol 0.5 mg, solucién
de elementos traza 10 mL, agua destilada 1 L

y agar- agar de 20 g.

Medio de Cultivo (MCA) composicion g/L:
NaHCOz (Bicarbonato de sodio) 0.5 g,
MgSO4 (Sulfato de magnesio) 0.1 g, (NHa)2
SO4 (sulfato de amonio) 0.5 g, KH2PO4
(Fosfato de disodio) 0.7 g , NaHPO4 (Fosfato
de sodio) 13.5 g, CaCl.2H,O (Cloruro de
calcio) 0.18 g, FeCls.6H2O (Cloruro de
hierro) 0.014 g, Agar- agar 20 g.
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8.3 Conteo UFC de muestra de excremento de Ganado Bovino (EGB) en el medio de
cultivo SWA

Después de siete dias, se realiz6 un conteo de UFC, para ello primero se saco el area

de las cuatro cajas de Petri (102 y 10°%), dando como resultado 64 cm?, para cada caja.

Tabla 4. Area de caja de Petri

Area de la caja de Petri 64 cm?

Se conto las colonias presentes en las cajas de
Petri de 102 dando como resultado en la
primera caja 0 UFC/EGB circulares, 0 UFC/
EGB irregulares, 100 UFC/ EGB puntiformes
y 0 UFC/ EGB rizoides, dando un total de 100
UFC/ EGB.

Se contd las colonias presentes en las cajas de
Petri de 102 dando como resultado en la
primera caja 0 UFC/EGB circulares, 0 UFC/
EGB irregulares, 75 UFC/ EGB puntiformes y
0 UFC/ EGB rizoides, dando un total de 75
UFC/ EGB.

m‘l 1 L

Figura 14: Caja de Petri con cultivo SWA, diluido 10-*tomada por Johann Bohoérquez
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Tabla 5: Conteo de UFC de EGB en medio de cultivo SWA

Dilucién Circulares | Irregulares Puntiforme Rizoides Total, UFC/ g-suelo
Cajal 0 0 100 x10°2 100 x102
de UFC/ g- suelo UFC/ g- suelo
102
Caja 2 0 0 75x 1072 75 x10°
de UFC/ g- suelo UFC/ g- suelo
103

De la anterior tabla se puede concluir que en ninguna de las dos diluciones que se

realizaron se encontraron bacterias de forma circular, irregular o rizoide. Ademas, se

visualiza que estas bacterias circulares proliferaron por toda el area de las cajas de Petri de

forma aleatoria, no presenta un olor en particular y la coloracion de la colonia de bacterias

nitrificantes es blanco en forma de puntos.

Conteo de UFC de EGB en medio de cultivo
SWA

Medio SWA

Cajal Mcajaz2
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Figura 15: Conteo de UFC de EGB en medio de cultivo SWA.
En la anterior figura se presenta una comparacion de la cantidad de bacterias

nitrificantes presentes en las cajas de Petri con medio de cultivo selectivo SWA, donde se
evidencia que en la caja con disolucién de 10 presenta una mayor cantidad de UFC a

comparacion de la disolucion de 103, con una diferencia de 25 UFC.

8.4 Conteo UFC de muestra de excremento de Ganado Bovino (EGB) en el medio de
cultivo MCA

Se conto las colonias presentes en las cajas de
Petri de 102 dando como resultado en la primera
caja 0 UFC/EGB circulares, 0 UFC/ EGB
irregulares, 150 UFC/ EGB puntiformes y 0
UFC/ EGB rizoides, dando un total de 150 UFC/

EGB

Figura 16: Caja de Petri con cultivo MCA, diluido 10-2 tomada por Johann Bohorquez
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UFC/ EGB.

Figura 17: Caja de Petri con cultivo MCA, diluido 10-*tomada por Johann Bohérquez

Tabla 6: Conteo de UFC de EGB en medio de cultivo MCA

Se contd las colonias presentes en las cajas de
Petri de 10 dando como resultado en la
primera caja 0 UFC/EGB circulares, 0 UFC/
EGB irregulares, 106 UFC/ EGB puntiformes
y 0 UFC/ EGB rizoides, dando un total de 106

Dilucién Circulares Irregulares Puntiforme Rizoides Total,
UFC/ g- suelo
Cajal 0 0 150x107? 0 150
de UFC/ g- x1072
107 suelo UFC/
g- suelo
Caja 2 0 0 106x 1073 0 106x107
de UFC/ g-
103 suelo UFC/
g- suelo
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A partir de la tabla 6, se puede concluir que en ninguna de las dos cajas de Petri se
logran evidenciar UFC con formas circulares, irregulares y rizoides, teniendo en su mayoria
colonias puntiformes en un 100%. Ademas, en la disoluciéon 10 se observan una mayor
cantidad de UFC en comparacion a la caja de Petri de 103, es importante mencionar que el
color de las colonias era blanco sin ningan olor en particular y distribuidas de forma aleatoria

en la caja de Petri.

Conteo UFC en medio de cultivo MCA

150

O
L
]
w
(a]
o

4

Cajal Caja 2

Figura 18: Conteo de UFC de EGB en medio de cultivo SWA.
En la figura 18 se presenta una comparacion de la cantidad de bacterias nitrificantes

presentes en las cajas de Petri con medio de cultivo selectivo MCA, donde se evidencia que
en la caja con disolucion de 102 presenta una mayor cantidad de UFC a comparacion de la

disolucion de 107, con una diferencia de 44 UFC.

8.5 Comparacion UFC medio de cultivo SWA y MCA.
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UFC medios de cultivo SWA y MCA

150

Cajas 10-2 Cajas 10-3

0O Medio SWA Medio MCA

Figura 19: Comparacion UFC medios de cultivo SWA 'y MCA
De acuerdo con la figura 19, se puede evidenciar que a comparacion del medio de

cultivo SWA, MCA tiene una mayor cantidad de UFC en las dos disoluciones que se
realizaron, en 102 se observa una diferencia de 50 colonias y en 10 es de 31 UFC, por lo
anterior se puede deducir que en el medio de cultivo MCA las bacterias nitrificantes tienden

a crecer en mayor cantidad.

8.6 Observacion a microscopio.

Al momento de observar en microscopio se realizo tomando como referencia los medios de
cultivo selectivo SWA y MCA con dilucion 102, donde se pudo identificar a través del
analisis de las imagenes la presencia de bacterias con forma de cocos gram positivos en los
dos medios de cultivo selectivo utilizados en las muestras. Para realizar este procedimiento
antes fue necesario realizar la fijacion de la muestra en portaobjetos y con ayuda de un
mechero, posterior a esto se procede con la practica de laboratorio donde se realizé la tincion

de Gram.

Cuando se observa el medio de cultivo SWA se evidencia una diversidad de poblaciones de

bacterias presentes en el medio de cultivo selectivo, en el cual se logra identificar bacterias
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Gram positivas, con forma de coco dispersas por toda la muestra que se fijo en el
portaobjetos. Ademas, es importante destacar pequefias UFC en la imagen que se observan

mas unidas que las otras. (ver figura 20)

Figura 20: llustracion Bacterias nitrificantes medio de cultivo SWA.

Por otro lado, cuando se toma como referencia a la muestra obtenida con el medio selectivo
MCA, se logra evidenciar bacterias con forma de cocos dispersas por toda la muestra fijada
y que teniendo en cuenta la tincion de Gram se observa que son Gram positivas. Las bacterias
presentes en este medio se caracterizan por tener una mayor abundancia y estar menos

dispersas las unas a las otras.
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Figura 21: llustracion Bacterias nitrificantes en medio de cultivo MCA.

De acuerdo con los resultados obtenidos atreves de la observacion en microscopio de los
medios de cultivo con disolucion 102, se observa que el medio selectivo MCA tiende a tener
una mayor cantidad de UFC a comparacion de la muestra tomada del medio SWA, ademas
en las dos muestras se evidencio la presencia de bacterias Gram positivas con forma de cocos

que dependiendo el medio se podian dispersar unas de las otras.

8.7 Bioensayo con Cilantro (Coriandrum sativum)

Para este apartado se sembraron cuatro macetas con semillas de cilantro, a dos de las
plantas se les proporciono una mezcla de 10 mL de agua destilada que previamente se inoculo
con Bacterias Nitrificantes presentes en excremento de ganado bovino, los microorganismos
se obtuvieron de los aislamientos realizados en tubos de ensayos. Ademas, se inicid un

control por un periodo de ocho semanas, donde se observaron los cambios fisicos que

40



presentaban las plantas en un tiempo determinado, analizando el promedio del crecimiento

vertical de los tallos presentes en cada maceta, el peso de la raiz y numero de hojas.

8.7.1 Muestra de Bacterias Nitrificantes

Con el fin de evidenciar los cambios morfoldgicos al afiadir una mezcla de agua
destilada previamente infectada con bacterias, se procede a realizar el aislamiento segundario
de las cajas de Petri con bacterias nitrificantes, para ello se deben utilizar diez tubos de
ensayo, donde se verteran los medios de 10 mL de medio de cultivo selectivo SWA'Y MCA,
que se dejardn a temperatura ambiente por un tiempo determinado de siete dias, para
promover su crecimiento y desarrollo. Posterior a esto, se adicionard 10 mL de agua destilada
en los tubos de ensayo y con ayuda del Aza microbioldgica se tomaréa la muestra de la bacteria

y se mezclara con la muestra de agua, que se adicionara a dos de las macetas.

8.7.2 Promedio crecimiento vertical tallos de cilantro.

La medicion del promedio de crecimiento vertical de los tallos de cilantro se realiz6
por un periodo de 8 semanas en donde se midi6 en cm la altura de los tallos presentes en cada
maceta tomando como referencia desde la parte terminal del tallo y el inicio de la raiz,
posterior a esto, se toma un promedio general por medio de la suma de la altura de los tallos
y dividiéndolo por el total. Para ello se realizaron tablas con los datos obtenidos cada semana
y se elaboraron gréficas para analizar y comparar los datos obtenidos de las macetas restantes.
Finalmente, los datos obtenidos de las macetas con poblaciones de bacterias nitrificantes se

les saco promedio, igual con el maceta sin poblaciones de bacterias.

Tabla 7. Datos promedio del crecimiento vertical en centimetros de tallos de cilantro.

Maceta con poblaciones Maceta
Semana de bacterias nitrificantes (sin bacterias)
M(cb) M(sb)
Semana 1 0.0 0.0
Semana 2 0.1 0.1
Semana 3 2.2 1.3
Semana 4 3.0 2.5
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Semana 5 3.5 3.2
Semana 6 4.7 3.7
Semana 7 5.15 412
Semana 8 6.25 5.6

Crecimiento vertical en centimetros

semanal semana2 semana3 semana4 semana5 semana6 semana7 semana8
SEMANAS

M(cb) M(cb)2

Figura 22: Comparativo Datos promedio del crecimiento vertical en centimetros de tallos de
cilantro.
De acuerdo con la figura 22, se puede evidenciar que en la primera semana no se

presentd crecimiento de los tallos de ninguna de las macetas, esto se debe a que en ese
momento en ninguno de los ensayos se visualiz6 que las semillas germinaran, en la segunda
semana, en las macetas M(cb) y M(sb) germinaron por lo tanto se pudo empezar a tomar el
promedio del crecimiento de los tallos, es importante mencionar que en las dos macetas se
present6 un crecimiento de 0.1 cm, por otro lado la maceta M(sb) al momento de tomar las
medidas aun no germinaba. Cabe sefialar que las macetas se alojaron a temperatura ambiente

en el mismo sitio, y en promedio se exponian al sol durante 5 horas diarias.

A partir de la tercera semana, las plantas presentaron un crecimiento mayor a
comparacion de las dos primeras semanas, en esta semana todas las plantas ya habian
germinado y tenian en promedio un centimetro de crecimiento vertical en el tallo, sin
embargo, desde esta semana se present6 una tendencia que seguiria hasta la semana 8, donde

las macetas denominadas M(cb) crecieron mucho mas a comparacion de M(sb), es importante
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recordar que M(ch), en la primera semana se les vertié la mezcla realizada con poblaciones

de bacterias nitrificantes.

De acuerdo con MAGRAMA (2011)

El empleo de bacterias fijadoras de nitrégeno representa una gran oportunidad para

la agricultura ya que el nitrégeno fijado en el suelo por las bacterias se encuentra disponible

directamente justo en el lugar (rizosfera) donde es requerido, mientras que los fertilizantes

inorganicos aplicados al suelo sufren una pérdida de hasta el 50% debido a procesos naturales

de lixiviacion y desnitrificacion. (Pag. 2)

A partir de lo anterior, se presenta una experiencia que es necesaria para comprender

porque las macetas a las cuales se les proporciono una solucion con poblaciones de bacterias

nitrificantes crecieron con mayor rapidez, a comparacion de los ensayos sin ningdn tipo de

biofertilizante. Esto se puede complementar teniendo en cuenta el marco tedrico, donde se

habla que la presencia de bacterias nitrificantes aumenta la proporcion de nitritos y nitratos,

lo que conlleva a un mayor crecimiento y desarrollo de la planta.

8.7.3 Peso de la hiomasa del Cilantro.

El peso de cada biomasa de los bioensayos que se realizaron con el fin de conocer el

crecimiento de cada una de las plantas en las macetas, para ello se retir6 el follaje y la raiz

de las plantas de cilantro y se pesaron en las balanzas, a los resultados obtenidos se les saco

promedio, se organizaron en tablas de datos y se les realizo su respectivo grafico.

Tabla 8: Promedio de peso de biomasa de cilantro

Bioensayo

Peso-promedio n=2

Foto

43



Maceta con poblaciones de

bacterias nitrificantes 45¢g
M(cb)
Maceta
(sin bacterias) 3590
M(sb)

Peso de |la Biomasa

4.5

OM(cb) B M(sb)

Figura 23: Peso de la biomasa de los bioensayos M(cb): maceta con bacteria y M(sb):

maceta sin bacteria.

Teniendo en cuenta la anterior figura 23, se logra evidenciar el peso de la biomasa

total en promedio de los bioensayos en un transcurso de ocho semanas, a partir de estos datos

44



se logra concluir que la maceta con poblaciones de bacterias nitrificantes al momento de
pesarlas se obtuvo un peso de 4.5 g, a comparacion de la maceta sin ningin compuesto que
al finalizar el tiempo obtuvo un peso de 3.5 g. Cuando se comparan las dos macetas se denota
una diferencia de 1 g, lo cual se puede atribuir a la presencia de bacterias nitrificantes en el
primer bioensayo, ya que al tener mayor presencia se obtuvieron una cantidad mayor de
nitritos y nitratos que la planta puede absorber para realizar sus procesos de crecimiento y

desarrollo y de esta forma aumentar su biomasa total.

8.7.4 Numero de hojas de bioensayo de cilantro.
Para el siguiente apartado es necesario plantear una metodologia que permita calcular

el nimero de hojas presentes en cada una de las macetas utilizadas en el bioensayo M(cb), y
M(sb), para ello se utilizé una metodologia manual que consiste en contar manualmente el
namero de hojas de cada planta de cilantro y registrarlos en una tabla de datos, por un periodo
de tiempo de ocho semanas. Es importante tener en cuenta que las maceta M(cb) contiene
una mezcla de poblaciones de bacterias nitrificantes obtenidas de una muestra de ganado

bovino y M(sb) no tenian ningdn tipo de biofertilizante.

Tabla 9: Datos de nimero de hojas de bioensayo de cilantro.

Maceta con poblaciones Maceta
Semana de bacterias nitrificantes (sin bacterias)
M(cb) - nimero de hojas- | M(sb) — Nimero de hojas

N=2 N=2
Semana 1 0 0
Semana 2 1 0
Semana 3 5 2
Semana 4 16 7
Semana 5 21 15
Semana 6 23 18
Semana 7 27 20
Semana 8 29 23
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cilantro
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M(cb) M(sb)

Figura 24. Comparativo Datos de nimero de hojas de bioensayo de cilantro.
De acuerdo con la figura 24, se puede evidenciar que en primera semana no hay

presencia de hojas en ninguno de los ensayos, debido a que no habian germinado ninguna de
ellas, en la segunda semana, aunque en una de macetas ya habian germinado en M(cb) se
evidencio la presencia de una hoja. Teniendo en cuenta la literatura, la presencia de hojas en
las plantas de cilantro tiene un periodo de tiempo que varia en 7 a 10 dias despues de la
siembra, sin embargo, estas pueden tardar mas o menos dependiendo de las condiciones
ambientales del lugar. Finalmente es importante mencionar que la planta M(cb) tiene en su
composicion la mezcla con bacterias y que una hipédtesis podria ser que al tener bacterias

nitrificantes acelero su proceso de crecimiento y desarrollo.

A partir de la tercera semana se presentd un crecimiento exponencial en el nmero de
hojas de todas las macetas, esto es directamente proporcional al promedio del crecimiento
vertical de el tallo, sin embargo, es importante mencionar que las maceta M(cb), tuvo un
mayor nimero de hojas durante varias semanas y al final del estudio presento mas hojas que
las deméas macetas. Sin embargo, M(sb) aunque en las primeras semanas presento un bajo
numero de hojas, al momento de terminar las mediciones a comparacion de las otras macetas

tuvo un crecimiento considerable.

De acuerdo con la Universidad Nacional de la Plata (s.f) “Por medio de las hojas, las

plantas realizan la fotosintesis, respiran y producen los alimentos. La respiracién se produce
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durante el dia'y la noche; para ello, las plantas toman el oxigeno del aire y desprenden diéxido
de carbono.” (Pag.2). De lo anterior, se puede concluir que, a mayor numero de hojas, la
planta de cilantro podréa realizar procesos como fotosintesis y respiracion de manera mas
rapida comparandola con otros ensayos con menor nimero de hojas por tallo. Por otra parte,
teniendo en cuenta que las plantas con poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento

de ganado bovino presentaban un mayor nimero de hojas en menos semanas.

8.8 Metodologia pedagdgica.

Teniendo en cuenta el objetivo especifico de este trabajo de grado que propone
elaborar un manual de préacticas de cultivo como estrategia pedagdgica con el fin de
implementarlo con educandos de tercer semestre de la licenciatura en biologia, por tal motivo
se elabora un manual titulado: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias
nitrificantes de excremento de ganado bovino, el cual se consolido a partir de las
experiencias del aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes realizadas en el
presente documento, ademas se propone un apartado metodolégico donde se plantean
distintas préacticas de laboratorio, con el fin de que al finalizar la practica el educando pueda
proponer un bioensayo en donde ponga a prueba hipdtesis relacionadas con el uso de
biofertilizantes a partir de excrementos de ganado bovino. Finalmente, se propone un
cuestionario que tendrd como objetivo validar la eficacia del manual, a partir de las
experiencias de los estudiantes de tercer semestre que cursan la materia de sistemas

microbianos en el semestre 2023-1.

8.8.1 Disefio de la Manual: Manual practico de aislamiento de poblaciones de
bacterias nitrificantes de excremento de ganado bovino.

Ver manual: https://www.canva.com/design/DAFcb-
01KmMQ/BbZxdAR15c_1ZzKwpF3Wqg/edit?utm_content=DAFcb-
01KmQ&utm_campaign=designshare&utm_medium=Ilink2&utm_source=sha

rebutton
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Teniendo en cuenta los autores retomados en el marco tedrico del presente documento
se plante6 un disefio de manual acorde a la bibliografia consultada y en base a las
metodologias utilizadas en el desarrollo del trabajo de grado. Sin embargo, a comparacién de
un manual tradicional se opt6 por utilizar un disefio mucho mas didactico y atractivo para la
poblacion de estudiantes, por ello en el transcurso del manual se retomaron imagenes y tablas
de informacién derivadas de las practicas de laboratorio realizadas en la primera fase del
trabajo, ademas se realizaron diagramas de flujo donde se explicaron las metodologias
necesarias para el desarrollo de las practicas. Finalmente, es importante mencionar que el

manual fue construido a través de la herramienta digital Canva. (ver figura 25).

MANUAL PRACTICO DE AISLAMIENTO
DE POBLACIONES DE BACTERIAS
NITRIFICANTES DE EXCREMENTO DE
GANADO BOVINO.

POR JOHANN SEBASTIAN BOHORQUEZ
CAICEDO

2028 @

Figura 25: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Portada, elaborado por Johann Caicedo (2023).

El disefio del manual esta pensado para ser trabajado en una poblacion de caracter

universitario donde se integren las tematicas presentadas en el documento, con los temas
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vistos en la materia de Sistemas microbianos, planteando un conocimiento interdisciplinar
que contribuya a la formacion de docentes investigadores en el area de la educacion. En el
primer apartado, se realiza una introduccion donde se plantean situaciones claves para
entender la importancia de llevar a cabo la temética que se quiere trabajar en base a consultas
bibliograficas de distintos autores y sus aportes para el uso de biofertilizantes. En el segundo
apartado, se contemplan un objetivo general y dos especificos que permitiran al autor
comprender los productos esperados del manual y algunas actividades necesarias para

realizarlos. (Ver figura 26)

]
‘-/-u-ﬂ
Introduccio
niroauccion ( t
Objetivos
{ De acuerdo con Garcia y Lazovski {2011), los agroquimicoﬁ‘r‘ j
son “sustancias o mezclas de sustancias destinadas a
controlar o evitar la accion de plagas agricolas, regular el ~ -
crecimiento de las plantas, defoliar y desecar o proteger del
deterioro, el producto o subproducto cosechado” (pag 9). 4 N I
Por lo tanto, se convierten en una alternativa que los
agricultores utilizan porque disminuyen las afectaciones que Analizar la diversidad de
producen las plagas, Sin embargo, estos productos son Objetivo las bacterias nitrificantes
toxicos, debido a su capacidad de producir alteraciones a la presentes en excremento
salud de los organismos en los que se emplea alterando la General de ganado Bovino de
biodiversidad que interacciona en el habitat cual se aplica. raza Holstein.
\. VAN J
f - e \ ( - Aislar poblaciones de ) ( )
Los  biofertilizantes  son S .
3 bacterias nitrificantes a partir
productos de origen natural de excremento de ganado
que debido a su composicion bovino. . .
presentan una gran -Comparar mediante (0] bj etivos
diversidad de Bicensayos con ——
microorganismos como biofertilizantes y fertilizantes ESPECIfICOS
bacterias, microhongos o quimicos el crecimiento del
microalgas que cilantro Corigndrum sativum.
proporcionan nutrientes al
suelo y tle.n’en bajos costos “ \ A y,
de produccién. ’
_/

Figura 26: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Introduccidn y objetivos, elaborado por Johann Caicedo (2023).
En el tercer apartado se realiza una justificacion donde se plantean las razones por las

cuales es importante implementar este tipo de practicas para el docente en formacién, ademas
se hace referencia a algunos datos tomados de distintos autores donde se presentan razones
por las cuales es importante y pertinente utilizar biofertilizantes en las practicas agricolas,

finalmente es importante aclarar que este tipo de practica aportan al maestro en formacion,
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[]ustificaciénJ

La presente cartilla se enfoca en realizar un proceso de)
aislamiento de poblaciones de bacterias presentes en estiércol
de ganado bovino con fin de promover el uso de
biofertilizantes. Estos son fundamentales para la industria
agricola, porque mejoran las caracteristicas de produccion en
las cosechas y son de facil implementacion para los
agricultores, con costos muy bajos que benefician al precio de
produccion de algunos alimentos de uso cotidiano, come
también de plantas de tipo industrial, su principal objetivo es
contribuir al crecimiento y desarrollo de las plantas,
aportando nutrientes que utilizan para disminuir el tiempo de

plantear discusiones con distintas comunidades. (ver figura 27)

~

fTeniendD en cuenta que este excremento contiene una
gran diversidad de bacterias del Ciclo del Nitrégeno que se
desarrollan en los intestinos de estos rumiantes
contribuyen al crecimiento de las plantas, ya que serian
abonos de tipo organicos, son de facil acceso para la gran
mayoria de los agricultores y se convierte en una
alternativa facil y barata gque disminuye el uso de
fertilizantes quimicos.

Por tal motivo, este ejercicio investigativo promueve el
desarrolle de habilidades en la implementacién y
formulacién de proyectos de investigacion que son
fundamentales en el procese de formacién de los
maestros. Por otra parte, esta cartilla aporta a la
ensefianza de la biclogia en el sentido que fomenta el uso
responsable de los biofertilizantes enfocandose en los

ya que le brinda bases metodoldgicas que podra usar en distintos sectores educativos y

crecimiento y de esta forma acelerar la produccion agncoly beneficios que trae para las plantas y el suelo. Ademds,
- motiva el estudio de los microorgani enfocandose en

(Es importante sefialar gue en et = una poblacién rural, que por lo general tiene un mayor
contacto con el tema agricola y por esta experiencia
conocer los beneficios que conlleva la aplicacién de este
tipo de biofertilizantes. Y.

Colombia segun el ICA en el afio
2018 la poblacion de Bovinos era
de 28.245.262, por lo tanto, la
produccion de excremento de
este ganado es alta, ya que
algunos de estos organismos
defecan en promedio 10 veces al

\ gia,

Figura 27: Manual préctico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Justificacién, elaborado por Johann Caicedo (2023).
El cuarto apartado presenta algunos conceptos tedricos que son necesarios para

comprender algunos apartados del manual, es preciso que los maestros en formacion
conozcan de las tematicas que pretenden trabajar con los educandos, por lo tanto, se
plantearon palabras claves como: fertilizantes, fertilizantes quimicos, fertilizantes organicos,
biofertilizantes, bacterias (enfocado a las pociones nitrificantes) y la fijacion biolégica del
nitrogeno). Todos estos elementos son claves para entender las practicas que se plantearan

en el siguiente apartado. (ver figura 28)
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Fertilizantes Organicos: para
Garro J (2017) los fertilizantes
organicos "son sustancias de
origen vegetal o animal que se| §
ntra en el suelo, cuando
de plantas estard

Conceptos
generales

conformada por hojas, troncos y

Fertilizantes: Flores J (2018) Se denomina “fertilizante o 5, 0 bien al originarse de

abono a las sustancias organicas o inorganicas que contienen les e incluso
nutrientes en formas asimilables por las plantas, gue microorganismos, por lo que
mantienen o aumentan los contenidos de estos elementos en estard formada por cuerpos
el suelo, gue mejoran la calidad del sustrato a nivel nutricional muertos y sus excretas” (pag. 20).
y estimulan el crecimiento de las plantas.” (Pag. 2). De Temadn por: johann Bohtrques JU2X

acuerdo con esto, son sustancias con nutrientes asimilables
para las plantas que promueven su crecimiento y desarrollo,
disminuyendo el tiempo de produccion gue es utilizado en la
industria agricola

Biofertilizantes: para Flores J (2018) Es un fertilizante
biolégico de origen natural gque proporciona a Iz
plantas todos los nutrientes que requie )
calidad del suelo creando un nicho microbiolégico.
Teniendo en cuenta lo anterior para Afanador L (2017)
Fertilizantes Quimicos: son son una sustancia que “contiene microrganismos vives
sustancias de origen sintético, por lo que, al ser aplicada a semillas, superficies de plantas o
tanto, son elaborados artificialmente suelo, colonizan la rizésfera o el interior de la planta y
y estan compuestos por sales promueve su crecimiento aumentando el suministro o la
minerales de nitrdgeno, fosforo y disponibilidad de nutrientes primarios”.(pag. 2).

2 |potasio (NPK). En la industria se

cenocen dos tipos: simples, solo ) y,
contienen uno de estos elementos y i 4 &
compuestos: gue contienen més de

uno de estos elementos (Flores J

2018). > : :

Termado ee Sl repaa s Tk |

Figura 28: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Conceptos generales, elaborado por Johann Caicedo (2023).
El quinto apartado del manual presenta la metodologia del presente trabajo de

investigacion, para ello es necesario determinar una ruta metodoldgica que establezca los
procesos necesarios para realizar el aislamiento de poblaciones de Bacterias Nitrificantes a
partir de excremento de ganado, por ello, se describiran las fases, técnicas e instrumentos que
serviran para la recoleccién de datos y los analisis correspondientes. Teniendo en cuenta lo
anterior, se proponen cinco fases: Fase 1. Recoleccion y preparacion de Muestra de
excremento de ganado bovino de raza Holstein; Fase 2: Preparacion de medios de cultivo
selectivo SWA y MCA, y aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de muestra de
ganado bovino; se 3: Conteo de Unidades Formadoras de colonias (UFC), Tincién de Gram
y vista al microscopio; Fase 4: Asimiento secundario en tubos de ensayo y preparacién de
mezcla para emplear en el bioensayo; y Fase 5: Planteamiento de bioensayo y secuencia de
estudio.
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[ Metodologia ]

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacién
es necesario determinar una ruta metodolégica que
establezca los procesos necesarios para realizar el
gislamiento de Bacterias Nitrificantes a partir de
excremento de ganado, por ello, se describiran las fases,
técnicas e instrumentos que servirdn para la recoleccién
de datos y los analisis correspondientes.

Fase 1. Recoleccion y preparacion de Muestra de
excremento de ganado bovino de raza Holstein.

Fase 2: Preparacién de medios de cultivo selective SWA
y MCA, y aislamiento de poblaciones de bacterias
nitrificantes de muestra de ganado bovino.

Fase 3: Conteo de Unidades Formadoras de colonias
(UFC), Tincidén de Gram y vista al microscopio

Gase 1: Preparacion de muestra)

Tome el excremento ﬂ
fresco de la muestra y

sepese 10 g

Posteriormente cologue e
un Erlenmeyer 0 mL de
solucion salina (0.85%
NaCl) estéril.

Con una espétula tome los
10 g de excremento y
adiciénelos al Erlenmeyer.

Tape con papel aluminio y
agite la mezcla por un
tiempo aproximado de 5
minutos.

Deje reposar por un
periodo de siete dias, a
temperatura ambiente y
sin contacto con el sol.

Fase 4: Asimiento secundario en tubos de ensayo y
preparacién de mezcla para emplear en el bioensayo.

excremento presentara las

condiciones adecuadas para
estudio el crecimiento y desarrollo
de microorganismos.

Fase 5: Planteamiento de biloensayo y secuencia de

Figura 29: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Metodologia.

Ademas, para este apartado se decidio utilizar esquemas conceptuales para explicar
cada una de las fases, con el objetivo de facilitar la ensefianza de algunos de los conceptos
plateados en el marco tedrico y de esta forma la persona que realice las practicas de
laboratorio tendra la posibilidad de seguir cada uno de los esquemas para facilitar su
desarrollo.

Fase 2: Preparacion de medios de

cultivo selectivo SWA y MCA ( Fase 3: Tincion de Gram ]

‘oma una muestra de la bacteria con el as:
bacterioldgica y  extiéndela sobre el
portacbjetos con una gota de agua. Fije la
'Con anterioridad es necesario realizar el bacteria con un mechero, cologque el
proceso  de  esterilizacion  mediante portaobjetos sobre la llama por cinco segundos
autoclave para los siguientes elementos: retirelo y repita hasta que la pota de apua se
Tres tubos de ensayo (cada une con 10 mL| VapOore

de agua destilada), 2 pipetas de 10mL|
lenvueltas en papel periddico), 2|
esparcidores de vidrio.

(Dilul:i('m 10-2y 10-3 )

Agrega una pequefia cantidad de
solucién de cristal violeta sobre la)
muestra y deja actuar durante 1

En &l tiempo de espera del autoclave
limpie el lugar donde va realiza el minuto.
proceso, para ello utilice alcohol al
70% y servilletas, posterior a esto
coloque varios mecheros y préndalos
por S minutos.

Lavar suavements con agua el
portaobjetos para retirar el
exceso de cristal violeta.

Utilice la mezcla de excremento de

la  solucidn  de
deja  actuar
durante 1 minuto.

ganado bovino { fase 1), para ello lal
pipeta y el pipeteador, para tomar 1
mL de la mezcla y viértalo en el
primer tubo de ensayo.
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Figura 30: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Metodologia.

Por otra parte, se plantean los bioensayos a partir del resultado del aislamiento de
bacterias nitrificantes, se realizaran dos bioensayos, uno con el biofertilizante obtenido del
excremento del ganado bovino y el otro con fertilizantes quimicos, esto se aplicara a un
cultivo de cilantro Coriandrum sativum, para ello se tomaran tres macetas por triplicado
ubicadas en el mismo lugar para que comparta las mismas condiciones ambientales. El
seguimiento se realizara cada 5 dias, anotando en una tabla predeterminada el crecimiento de
las plantas en cm y peso en g del follaje, con el fin de evidenciar la eficacia que tiene el uso

de biofertilizantes en comparacion a los fertilizantes quimicos.

Fase 5: Planteamiento de bioensayo y
secuencia de estudio.

A partir del resultado del aislamiento de
bacterias nitrificantes, se realizaran dos
bioensayos, uno con el biofertilizante
obtenido del excremento del ganado bovino
y el otro con fertilizantes yuiinicos, esto se
aplicara a un cultive de cilantro Coriundrum
sativum, para ello se tomaran tres macetas
por triplicado ubicadas en el mismo lugar
para gue comnparta las inisinas condiciones
almnbientales. El seguilmiento se realizara
cada 5 dias, anotande en una tabla
predeterininada el crecimiento de las
plantas en cm y peso en g del follaje, con el
fin de evidenciar la eficacia que tiene el uso
de biofertilizantes en comparacion a los
fertilizantes guiiicos.

Figura 31: Manual préctico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Metodologia (fase 5), Elaborado por Johann Caicedo (2023).
Finalmente, el sexto apartado tiene en cuenta las preguntas que se realizd con la

poblacion de validacion del manual (Estudiantes de tercer semestre de la licenciatura en
Biologia de la Universidad Pedagdgica Nacional) y de igual manera la bibliografia necesaria

para la realizacion del manual.
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1.;Considera pertinente la ensefianza de practicas en el
4area de microbiologia en la escuela?
a.si
b.No

Figura 32: Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de excremento
de ganado bovino. Preguntas de validacion y bibliografia. Elaborado por Johann Caicedo
(2023).

8.8.2 Validacion de Manual.
La validacion del manual titulado: Manual préactico de aislamiento de poblaciones

de bacterias nitrificantes de excremento de ganado bovino, se realizd con estudiantes de
tercer semestre de Sistemas Microbianos del departamento de Biologia de la Universidad
Pedagdgica Nacional. Para ello se utilizd una encuesta que constaba de ocho preguntas de
respuesta Unica con el fin de conocer la percepcidn de los estudiantes acerca del manual y de

esta forma visualizar la pertinencia del material educativo.

Pregunta N°1
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éConsidera pertinente la ensenanza de
practicas en el area de microbiologia
en la escuela?

M si

¥ no

8, 100%

Figura 33: Validacion de manual primera pregunta.
Teniendo en cuenta la grafica 33, se puede interpretar que de los ocho participantes

de la encuesta el 100% de ellos consideran pertinente la ensefianza de las practicas enfocadas
en el area de la microbiologia en la escuela, esto es importante porque teniendo en cuenta
que la muestra escogida son maestros en formacion que en un futuro podrian utilizar practicas
de laboratorio para la ensefianza de algunos conceptos en el area de la microbiologia, lo que
permite observar la pertinencia de la implementacion y elaboracion de material didactico

para esta &rea del conocimiento.

Pregunta N°2

é¢Cree pertinente el uso del manual
en un ambito educativo?

uSi

® No
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Figura 34: Validacion de manual segunda pregunta.
Basandonos en la figura 34, se puede concluir que el 87% de las respuestas consideran

que el uso de un manual es pertinente para un ambito educativo, lo que determina que
materiales educativos como el manual es de importancia para la ensefianza de diversos
conceptos que el docente considere significativos en el area de la educacién, por otro lado,
el 13% considera que los manuales no son pertinentes para su uso en un ambito escolar.
Teniendo en cuenta que, de las 8 respuestas, 7 son afirmativas y 1 negativas, se puede
concluir que, de acuerdo con la percepcion de los participantes, el manual es una herramienta

pedagdgica pertinente para ser implementada en el ambito educativo.

Pregunta N°3

é¢Considera que el uso de esquemas
conceptuales facilita la comprension de
las tematicas expuestas?

u Sj

No

Figura 35: Validacion de manual tercera pregunta.
De acuerdo con la grafica 35, se puede concluir que, de las ocho respuestas, el 100%

consideran que el uso de esquemas conceptuales facilitan la comprension de las tematicas
expuestas en el area de la microbiologia y en la metodologia utilizada en el manual, por lo
tanto a percepcion de los maestros en formacion se puede entender que el uso de redes
conceptuales mejoran el proceso de aprendizaje frente a distintas tematicas, asi mismo es
importante mencionar que al utilizar este tipo de recursos educativos los estudiantes
profundizarian mejor en ciertos temas mejorando y facilitando la comprensién de distintas

tematicas en diferentes areas de la educacion.

Pregunta N°4
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¢Replicaria estas practicas de laboratorio en
su futura practica educativa?

gl

Figura 36: Validacion de manual Cuarta pregunta.
Teniendo en cuenta la grafica 36, se puede concluir a partir de las respuestas que el

87% consideran que utilizarian o replicarian las practicas de laboratorio expuestas en el
manual en su futura practica educativa, en este sentido y teniendo en cuenta que la muestra
escogida son maestros en formacion, es importante observar la pertinencia que tiene
implementar este tipo de manuales en distintos &mbitos educativos formales y no formales,
lo que incentiva el uso de practicas de laboratorio en distintos escenarios, por otra parte, es
importante mencionar que el 13% que corresponde a 1 respuesta considera que no replicaria
estas practicas en su quehacer educativo.

Pregunta N°5
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éCree usted que el uso de poblaciones de
bacterias nitrificantes contribuye a mejorar
las problematicas ambientales causadas por
fertilizantes sintéticos?

0%

Figura 37: Validacion de manual quinta pregunta.
Teniendo en cuenta la figura 37, es importante mencionar que el 100% de las

respuestas consideran que el uso de poblaciones de bacterias nitrificantes contribuyen a
mejorar las problematicas ambientales causadas por fertilizantes sintéticos, de lo anterior se
puede concluir que los maestros en formacidn que respondieron la encuesta entienden la
importancia de innovar en distintas formas para disminuir el dafio causado por el uso
desmedido de fertilizantes no organicos, por lo cual el uso de poblaciones de bacterias
nitrificantes segun la percepcion de la encuesta es eficaz para combatir las problematicas

causadas por biofertilizantes.

Pregunta N°6
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6. Califique del 1 al 10, ;Considera usted que la metodologia fue la indicada para analizar la diversidad (0
de bacterias nitrificantes presentes en excremento de ganado bovino?. punto)

tﬂas detalles

3
8.13 2
Clasificacion promedio I
0 I I
5 7 9

Figura 38: Validacion de manual Sexta pregunta.
Basandose en la figura 38, se puede concluir que de una escala del 1 al 10 siendo 1

-

poco pertinente y 10 muy pertinente. La muestra considera que en promedio de 8.13, la
metodologia presentada fue la indicada para analizar la diversidad de bacterias nitrificantes
presentes en estiércol de ganado bovino. De las ocho respuestas una considera que la
metodologia propuesta fue muy pertinente, otra persona considera que la propuesta tiene una
pertinencia de 9 puntos, cuatro personas consideran que la metodologia utilizada tiene una
pertinencia de 8 puntos y finalmente dos personas consideran que la propuesta en su parte
metodoldgica tiene una pertinencia de 7 puntos. En conclusion y teniendo en cuenta que en
promedio tiene una pertinencia de 8.13 puntos la metodologia utilizada fue pertinente para

estudiar las poblaciones de bacterias nitrificantes en excremento de ganado bovino.

Pregunta N°7
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7. Califique del 1 al 10, ;Considera que las tematicas utilizadas para el analisis de diversidad de
bacterias nitrificantes presentes en excremento de ganado bovino, son apropiadas?.

Mas detalles

8.38

Clasificacion promedio

—

Figura 39: Validacion de manual Séptima pregunta.

Basandose en la figura 39, se puede concluir que de una escala del 1 al 10 siendo 1
poco pertinente y 10 muy pertinente. La muestra considera que en promedio de 8.38, las
tematicas para estudiar la diversidad de bacterias nitrificantes presentes en excrementos de
ganado bovino fueron apropiadas. De las ocho respuestas una considera que la metodologia
propuesta fue muy pertinente, tres personas consideran que la propuesta tiene una pertinencia
de 9 puntos, dos personas consideran que la metodologia utilizada tiene una pertinencia de 8
puntos y finalmente tres personas consideran que la propuesta en su parte metodoldgica tiene
una pertinencia de 7 puntos. En conclusion y teniendo en cuenta que en promedio tiene una
pertinencia de 8.38 puntos las tematicas utilizadas fueron pertinentes para estudiar las

poblaciones de bacterias nitrificantes en excremento de ganado bovino.
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1 Pregunta N°8

8. Califique del 1 al 10, ;Queé tan pertinente considera el uso del manual para explicar la importancia (0
del uso de biofertilizantes en ambitos rurales? punto)

Mas detalles

8.13 :
Clasificacion promedio I I | | |
0
3 5 7 9

Figura 40: Validacion de manual Octava pregunta.
Teniendo en cuenta la figura anterior, en la escala, los estudiantes consideran que en

2

promedio de 8.13, el manual propuesto es pertinente para explicar la importancia del uso de
biofertilizantes en un ambito rural, sin embargo, es importante recalcar que algunos
profesores en formacion no consideran tan pertinente el uso del manual para un &mbito rural.
Se considera pertinente pensar en algunas modificaciones en futuros trabajos en donde se

tenga en cuenta las condiciones en lugares no convencionales.

9. Conclusiones
La investigacion que se realizo a partir de la metodologia propuesta y el trabajo en

campo realizado durante el transcurso de un afio se analiz6 y se observaron las poblaciones

de bacterias nitrificantes presentes en estiércol de ganado bobino de raza Holstein.

El medio de cultivo selectivo MCA tuvo una mayor eficacia en el desarrollo y
crecimiento de bacterias nitrificantes en comparacion con el medio SWA, tomando como
referencia el conteo de UFC en cada una de las cajas de Petri donde se realizaron los
aislamientos correspondientes y se observo la presencia de bacterias con forma de cocos

Gram positivas en las muestras.
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El aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes a partir de ganado bovino
permite incentivar el uso de biofertilizantes, esto tomando como referencia que a través del
analisis de los bioensayos propuestos se puedo evidenciar que en cada uno de los factores
estudiados (crecimiento vertical de los tallos, el peso de la raiz y numero de hojas.) de las
plantas de cilantro (Coriandro sativum) con presencia de biofertilizantes en promedio
crecieron con mayor rapidez a comparacion a las macetas que no se les proporciono ningun

tipo de suplemento.

El “Manual practico de aislamiento de poblaciones de bacterias nitrificantes de
excremento de ganado bovino.”, se validé con estudiantes de tercer semestre de Sistemas
Microbianos de la Licenciatura en Biologia de la Universidad Pedagdgica Nacional, donde
en términos generales se menciona la eficacia que tienen la implementacidn de este tipo de
materiales para un ambito educativo por el uso de esquemas conceptuales que permiten
mejorar los procesos de ensefianza de algunas practicas en el laboratorio, que al ser profesores
en formacion pueden llevar este tipo de materiales a diferentes lugares del pais con una gran

diversidad de poblaciones en su quehacer profesional.

Los microorganismos nativos estan adaptados a su entorno local, lo que les confiere
ventajas en términos de eficiencia y productividad en comparacion con fertilizantes
quimicos. Su conocimiento y uso pueden conducir a procesos biotecnologicos mas eficientes
y sostenibles, ya que se evitan los costos y riesgos asociados con el uso de fertilizantes

sintéticos.

Los microorganismos nativos, como las poblaciones de bacterias nitrificantes son una
fuente inagotable de recursos biotecnolédgicos en el area agricola ya que son un gran potencial

en su uso como hiofertilizantes.

10.Recomendaciones

Se recomienda que, para futuras investigaciones, se tenga en cuenta las condiciones en
temas de materiales e infraestructura del lugar donde se vaya a aplicar el manual, esto
teniendo en cuenta que el pais en su area rural no cuenta con instrumentos necesarios para
llevar a cabo las préacticas de laboratorio que alli se proponen, por lo tanto, es fundamental

que se transformen para que cualquier tipo de poblacién.

62



Es importante confirmar las especies de las bacterias obtenidas a través de la

identificacion molecular con el DNA ribosomal 168S.

En proximos bioensayos es importante comparar el crecimiento del cilantro con
biofertilizantes y fertilizantes quimicos, en donde se pueda realizar un analisis de las ventajas

y desventajas.

Es importante validar el manual con diferentes t1ipos de poblaciones donde se analice su

implementacion.
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