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Ensayo sobre la Composicion Microbiolégica
del Guano de Islas del Peru

Ing? Agr. Miguel Carmen Cuba

INTRODUCCION

En el momento actual los suelos perua-
nos encuentran en el guano de Islas el
principal restituidor de los elementos nu-
tritivos, que les son extraidos por los dife-
rentes cultivos.

Ademas del aporte mineral y organico
del Guano de Islas, existe indudablemente
su aporte microbiano; la suerte que sigue
esta flora en el suelo nos es desconocida,
al igual que su influencia sobre la flora au-
téctona. Es de nuestro dominio que son
esencialmente los microbios los que condi-
cionan los procesos de sintesis organicas y
de la mineralizacion, de la solubilizacién e
insolubilizacion de los elementos minerales,
es decir que el rol de ellos es fundamental
para la fertilidad de los suelos y con ello
de una manera directa sobre la Agricultu-
ra.

Con caracter exploratorio y con miras a
estudiar posteriormente la influencia del
Guano de Islas en la vida microbiana de
los suelos peruanocs y de conocer al mismo
tiempo los grupos microbianos gque inter-
vienen en su evolucién, se ha realizado el
presente ensayo.

El estudio ha sido realizadoe en el labora-
torio de Microbiologia del suelo del “Insti-
tuto Pasteur” de Paris. ,

El material de estudio estuvo constituido
por muestras de guano rico, que formaban
parte de un conjunto de muestras de gua-
no rico, pobre y turba que fueron enviadas
a su solicitud al autor del presente ensa-
yo.

Las muestras fueron colocadas en tubos
de prueba pre'ﬁamente esterilizados, tapa-
dos luego con algodon y enviadas a Paris
por via aérea.

Segun los datos proporcionados por la
Compaiia Administradora del Guano, las
muestras fueron tomadas del Guano desti-
nado a la venta y pertenecian a las sigulen-
tes islas: Pescadores 5584939, Chao 565
946, Punta Coles Lote A-8-46, 551/4932,
Asia 556i4937, Santa Rosa B-2-45, 553/4934.
Mazorca 570{4934.

El andlisis quimico realizado dio: Nitré-
geno total 139, Carbono organico 12% ¥y
dio se ha realizado en el presente trabajo.
pH 65. Al final del estudio se incluye un
analisis quimico completo del guano rico
proporcionade por la Compaiiia Adminis-
tradora del Guano.

El autor, del personal técnico de la Esta-
cién Experimental Agricola de “La Molina”,
se encontraba en Paris, en uso de una beca
del Gobierno francés. Desea expresar sus
agradecimientos al Dr. Jacques Pochon, je-
fe del Servicio de Microbiologia del Suelo
del Instituto Pasteur y a la sefiorita H. de
Barjac, asistente, por su orientacién para
Ia realizacién del presente trabajo.

De igual modo a la Dra. Candida Gonza-
Ies por su colaboracion prestada.

A la Compaiiia Administradora del Gua-
no por las muestras enviadas y cuyo estu-
dio se ha realizado el presente trabajo.

ESTUDIO DE LA MICROFLORA

Para el estudio de la mieroflora se han
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utilizado las téenicas que en el momento
actual son empleadas para el conocimien-
to de la microflora del suelo, las mismas
que se utilizardn posteriormente para el
estudio de la interelacién del suelo y del
Guanc de Islas desde el punto de vista mi-
crobiolégico.

El estudio ha sido orientado a obtener
una idea general de los grupos microbio-
logicos presentes en el Guano de Islas, de
esta manera se ha estudiado los gérmenes
fijadores del nitrégeno atmosférico, proteo-
liticos, Amonlificantes, Nitrificadores, Deni-
trificadores, Celuloliticos, Hemiceloluliticos,
Amiloliticos, Reductores de #ulfatos, Oxi-
dantes del azuire v del azufre reducido, Al-
gas y Hongos. El estudio aislado de gérme-
nes, puede efectuarse postriormente para
el estudio profundo de los fenémenos que
sea de interés investigar.

A continuacion se deseriben las técnicas
vy los resultados obtenidos en el estudio de
los diferentes grupos microbiclégicos.

GRUPO DE FIJADORES DEL NITROGENO
ATMOSFERICO

La fijacion del nitrégeno atmosférico es
un fendmeno biolégico en el que intervie-
nen microorganismos aerobios y anaero-
bios, entre los primeros encontramecs las
azotobacterias y entre los segundos el Clos-
tridium.

Fijadores Aderobios.

En su estudio se ha utilizado la técnica
de Winogradsky, o sea el empleo del sili-
cogel; ademas se ha hecho un estudio de
Azobacterias.

Solucicn standard de Winogradsky.

Fgsfato bi-potdsico . . . . . . - 5 gr.
Sulfato de Magnesio . . . . . . 25 gr.
Cloruro de Sodio . . . . 25 gr.
Sulfato férrico . . . 0.05 gr.
Sulfato de Manganeso . . 0.05 gr.
Agua . . 1000.00 gr.

El pH. de la solucién debe ser de 7.2,
enn medio ligquido.

1.—Estudio sobre Silico-Gel. .

Téenica Operatoric.—Impregnacion del
silico-gel con la solucién salina Standard

LA COMPARIA

de Winogradsky conteniendo 0.5% de Car-
bonato de Calcio y con Piruvate de Sodio
a razén de 0,25 gr. por caja de Petri. Las
caja de Petri se ha sembrado con 25 gra-
nos de guano cada una e incubado a la es-
tufa a 28°C.

Resultados.—Se ha podido constdar la
presencia de colonias de Azotobacterias al-
rededor de los granos de guano, habiéndo-
se obtenido al doceavo dia de cultivo un
12% de granos fértiles.

El rol que éllas pueden desempefiar en
el guano seria interesante estudiarlo ya
que siendo el guano un producto rico en
Nitrégeno, el papel que ellas desempefian
en el suelo de fijadoras del Nitrogeno at-
mosférico, es posible que no sea realizadas
por ellas en el seno de este abono; tal vez
seria posible que actien como denitrifi-
cantes.

2.—Estudio de Arotobacterias en medio
liquido.

Técnica Operatoria—Siembra de diluclo-
nes de guano sobre un medio liquido cons-
tituido por la solucién Standard y gluco-
sa.

Resultados.—El resultado obtenido de la
presencia de Azotobacterias sobre silico-gel,
ha sido corroborado con el empleo de me-
dio liquido. Las Azotobacterias al desarro-
llarse en los medios de cultlvo tienen la
particularidad de formar un velo en la su-
perficle, en nuestros medios de cultivo la
presencla de este velo solo ha sido posible
constatarla en las diluclones més conecen-
tradas; sin embargo en las otras diluclo-
nes se ha determinado su presencia, por
medio de preparaciones microscopicas.

(*)y Solucion Standard de Winogradsky.
FIJADORES ANAEROBIOS

Técnica Operatoria.—Se ha empleado co-
mo en el caso del estudio de los fljadores
Anaerobios el silicogel, pero reemplazande
la giucosa por el piruvato de sodio, Las
placas sembradas con la misma técnica que
en el caso de los aerobios, han sido coloca-
das en un medio anaerobio, y el conjunto
incubado a la temperatura de 28°C.

Resultados.—Al final del periodo de In-
cubacién no ha sido posible constatar la
presencia de Clostridium en los cultivos
efectuados. .
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GRUPO DE AMONIFICADORES

Los microorganismos responsables del fe-
némeno de la Amonificacién son muy va-
riados y aquellos que son activos en el sue-
lo, poco identificados hasta el presente. El
Amoniaco liberado por estos microorganis-
mos puede ser utilizado por otros micro-
organismos para sus sintesis celulares, una
parte -es oxidada por los gérmenes de la
nitrificacidén y finalmente la parte no utili-
zada liberada a la atmosfera.

TECNICA OPERATORIA.—Se ha utiliza-
do la técnica de la Tirosina por medio de
la cual se trata de estudiar la desaparicion
del substrato azotado (la tirosina) en un
medio liquido. Se ha sembrado diluciones
de tierra sobre un medio compuesto por la
Solucién Standard de Winogradsky dilui-
da al 1{20 y Tirosina en la proporcion de
0,5 oloo. Durante un periodo de 21 dias se
ha determinade la presencia o ausencia
de la Tirosina al mismo tiempo que se ve-
rificaba correlativamente la presencia de
Amoniaco.

Resultados: El ataque de la tirosina se
ha manifestado lento y solo se ha podido
observar el 102 dia su atague en las di-
luciones mas concentradas en estudio, sin
embargo el 162 dia del ensayo, el ataque
habia aumentado de una manera consi-
derable alcanzando hasta la dilucidén 10-4,
de las ocho diluciones en estudio.

GRUPC DE PROTEOLITICOS

La molécula protéica en el suelo es des-
integrada bajo la intervencién de nume-
rosos microrganismos, los que la someten a
una descomposicion progresiva, en cadena,
transformandola de mas en mas simple.

TECNICA OPERATORIA.—Se ha sembra-
do diluciones de la muestra de guano, so-
bre un medio constituido por el suero nor-
mal de caballo, manteniéndose a la incu-
bacién durante un periodo de 6 dias.

Resultados: Las lecturas efectuadas des-

pués del 32 y 62 dia han mostrado una.

gran rigqueza de colonias en las placas de
cultivo, lo que sefiala al guano como un
producto rico en gérmenes proteoliticos.

'

GRUPO DE NITRITIFICADORES

Los gérmenes nitrosos (Nitrosomonas),
actuando sobre las formas amoniacales por

oxidaciéon las conducen al estado de ni-
tritos, los que pueden sufrir posteriormen-
te la accidn de los fermentos nitricos y
alcanzar la forma nitrica; este fenome-
no se desarrolla normalmente en los sue-
los y estd bajo la accidn de un cierto na-
merc de factores.

Para el estudio de este fendmeno mi-
crobiano se han realizado cultivos sobre
rlacas de Silico-gel y se ha realizado al
mismo tiempo una valorizacién del poder
nitritificador por medioc de cultives en
medio liguido.

1.—CULTIVO EN PLACAS DE
SILICO-GEL

TECNICA OPERATORIA —Tratandose de
estudiar tanto los gérmenes nitrosos como
los nitricos, el medio de cultivo emplea-
do se ha hecho selectivo variando la com-
posicién de la sustancia de impregnacion
de las placas de Silico-gel; asi, en el ca-
s0 del estudio de los gérmenes nitrosos he-
mo sempleado el sulfato de Amonio y en
el de los nitricos el nitrito de sodio; este-
rilizando los medios de cultive por medio
de rayos ultravioleta, con la finalidad de
impedir la interferencia de otros micror-
ganismos. ‘

Resultados: No ha sido posible llegar a
constatar la presencia de gérmenes nitri- .
tificadores en los cultores efectuados.

2 -~VALORIZACION DEL PODER NITRI-
TIFICADOR EN MEDIO LIQUIDO

TECNICA OPERATORIA.—Al igual que
sobre las placas de silicogel, se ha estu-
diado tanto los gérmenes nitrosos como
los nitricos. El medio de cultivo ha esta-
do constituido por la solucidon salina Stan-
dard de Winogradsky, a la que se le ha
agregado carbonato de Calcio y segun el
caso de gérmenes nitrosos o nitricos, Sul-
fato de amonic o Nifrito de sodio.

Resultados: Por medio de test gquimicos
se ha tratado de identificar la presencia
de nitritos o nitratos en los cultivos efec-
tuados, sin Ilegar a un resultado positi-
vo, esto corrobora de un cierto modo al
resultado obtenido por medio del cultivo
sobre placas de silico-gel, en los cuales no
se pudo constatar la presencia de gérme-
nes nitritificadores.
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GRUPO DE DENITRIFICADORES

En la Naturaleza los nitratos pueden su-
frir la accidén de ciertos microrganismos,
que sometiéndolos a fendmenos de reduc-
cién los pueden llevar a la forma amo-
niacal, pasando de una manera fugaz por
lo. forma nitrosa; pudiéndose llegar aun a
la. forma de Nitrogeno molecular; tanto la
forma de nitrogeno amoniacal como la de
Nitrégeno molecular constituyen los térmi-
nos normales de este fendmeno de reduc-
cicn y la presencia de uno u otro estado
se encuentra directamente influenciado
por la actividad de la flora microbiana. Es-
te fendmeneg de reduccion de los nitratos
puede realizarse en el suelo tanto sobre las
formas nitrogenadas formadas por via bio-
logica, como sobre aguellas que son incor-
porads sa ¢él. bajo la forma de fertilizan-
tes.

En el estudio se ha tratade de observar
la evelucion de las formas nitrogenadas
presentes en ¢l guano de islas valiéndo-
nos de test indicaderes de 1a presencia de
una u otra forma nitrogenada.

TECNICA OPERATORIA—Se han efec-
tuado sembrios de diluciones de guanoc so-
bre un medio liquide salino conteniende
ma fucnte de earbone organico v de ni-
tratos. Todos Jos dias durante un perio-
do de 12 dies, se sfectuaron tests guimi-
cos destinados a determinar la presencia
de nitratos, nitritos y amoniaco en los cul-
tivos. Todes los dates obtenides han sido
resumides en el cuadro 2, y han servido
asi mismo para construir el grafico 2. Pa-
ra lo censtruccidn de este grafico los da-
tos han sido fomados del mode siguiente:

—para los Nitratos, el @ltime tubo que

lo contiene;

—para los Nitritos, el primero y el 1l-

timo tubo que lo contiene;

—para el Amoniaco, el primero y el ul-

timo tubo que lo contiene.

Debido a que en el Guano de Islas la
forma amoniacal nitrosa y nitrica se en-
cuentran presentes, lo cual podria inter-
ferir en la apreciacién de los resultados
ha sido necesario utilizar un testigo, en
el cual, el sembrio de la dilucion de gua-
no se hia efectuado sobre agua destilada.

Resuliados. Los datos obtenidos sobre la
presencia de nitratos nitritos y amoniaco,
con la utilizacion de tests quimicos en com-
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paracién con los obtenidos en el testigo,
nos hace ver que se pueden considerar co-
mo el reflejo de la actividad de las flo-
ras microbianas presente en el guano.

Para facilitar la interpretacién de los
fenomenocs el estudio de las curvas se ha-
ra de dos maneras: 1) separadamente, y
2} buscando la inter-relacion de ellas.

1—ESTUDIO AISLADO DE LAS CURVAS

a) Nitratos.—El nivel de ellos observado
después de un dia de incubaciéon disminuye
en €] curso del tiempo, para aleanzar al fi-
nal del periodo de observaciones un nivel
estable.

En el testigo después de un dia de incu-
bacion, se pudo constatar su presencia con
un tenor muy débil en las diluciones com-
prendidas entre 103 a 10-% (inclusive); en
los demdas dias de observacion no ha sido
posible determinar su presencia por medio
de los test quimicos utilizados.

by  Nitritos.—QObservando las curvas se
puede apreciar que el nivel de ellos sufre
fluctuaciones de aurmento y disminuciéon a
lo largo del estudio, sin haber alcanzado su
nivel inicial v alcanzando al final del perio-
do de observaciones su nivel mas bajo.

Los test realizados sobre el testizo reve-
lan su presencia en todas las diluciones en
estudio después de un dia de incubacidén, pe-
ro después del segundo dia sélo pudo cons-
tatarse en las dilueciones comprendidas en-
tre 103 y 108 (inclusive), con un tenor muy
déhil, permaneciendo estos niveles estables
a todo lo largo del experimento.

¢) Amoniaco.—Después de un dia de in-
cubacidén la presencia de Amoniaco es com-
probada por medio de los test guimicos en
las diluciones mas concentradas, al tercer
dia de estudio desciende bruscamente sien-
do solo constatada en la dilucion 101, a par-
tir de este momento aumenta de una ma-
ners constante alcanzando su maximo el
92 dia, después del cual disminuye hasta el
fin del estudio.

Los resuliades obtenidos muestran una
activa accién de la flora Amonificanie pre-
sente en el Guano, la que conduce a las for-
mas nitrogenadas del Guano hacia la for-
ma Amoniacal, la que de no ser utilizada
representa una forma facil de perderse, de-
terminando con ello el empobrecimiento del
Guano en N.
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La disminucién del nivel de Amoniaco ob-
servado al final del experimento puede de-
berse tal vez a una reutilizacién de é1 por
la flora microbiana.

En el testigo después de un dia.de incu-
bacion se identificé la presencia de Amonia-
co en las diluciones mas concentradas, man-
teniéndose después del 29 dia hasta el final
del experimento un nivel estable compren-
dido entre las diluciones 101 a 103,

Los test quimicos realizados sobre el tes-
tigo con el preposito de estudiar las modi-
ficaciones que puedan sufrir los compues-
tos Amoniacales, los Nitritos y los Nitratos
en el curso de la experiencia, muestran que
ellos no han sufrido los fendmenos de evo-
lucién a que han estado sometidos los mis-
mos en los medios de cultivo empleados pa-
ra su estudio (Cuadro N° 1).

2—ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS
CURVAS -

El estudio en conjunto de las curvas nos
revela una clara evolucién de las formas ni-
trogenadas del Guano, con intervencion de
la flora mierobiana.

Se puede observar en el grifico que mien-
tras los Nitratos disminuyen y alcangan al
final del estudio un nivel estable, los Nitri-
tos ¥y el Amoniaco aumentan progresiva-
mente, alcanzando su maximo el 99 dia pa-
ra luego disminuir, esta disminucion como
ya lo hemos indicado anteriormente tal vez
pueda ser debido a una reutilizacién miero-
biana de estos productos.

GRUPO DE CELULOLITICOS

La celulosa de los vegetales es metaboli-
zada en el suelo con la intervencion de di-
ferentes hongos y bacterias, que actdan
unos en aercbiosis y otros en anaerobiosis.
En aerobiosis actian especialmente los hon-
gos y las bacterias, mientras que en anaero-
blosis actiian especialmente las bacterias es-
poruladas, entre las cuales algunas son ter-
mofilas.

Nuestro estudio ha estado destinado a in-

vestigar la presencia en el guano de estos
gérmenes celuloliticos, para cuyo efecto se
han realizado cultives tanto aerobios como
anaeroblos.

CELULOLITICOS AEROBIOS

Técnica operatoria.—El medio de cultive
ha estado constituido por el Silico-gel im-
pregnado por la solucidén Salina Standard
de Winogradsky, adicionada de 1% de Ni-
trato de Amonio. Como fuente de celulosa
ha sido utilizado el papel filtro Durieux III
exento de cenizas), el que después de ser
convenientemente esterilizado fué sembrado
con granos de la muestra estudiada.

Resultados.—Las lecturas han sido reali-
zadas diariamente a partir del tercer dia
de sembrio, habiéndose prolongado las ob-
servaciones durante un periodo de 15 dias,
sin haber llegado a observar el desarrollo
de colonias de celuloliticos en las placas
de cultivo,

CELULOLITICOS ANAEROBIOS

Técnica Operatoria—Se ha sembrado con
un peso conocido de guano un medio salino
compuesto por la Solucién Standard de
Winogradsky, Nitrato de Amonio y Peptona
pépsiea, conteniendo a su vez como test pa-
ra medir el fenomeno una banda de papel
filtro.

Después de haber realizado el sembrio se
han estirado los tubos conteniendo los cul-
tivos, eliminando el aire de ellas al vacio
¥ colocandolos a la estufa, una parte a 33°C.
y otra a 60°C. con el objeto de estudiar tan.
to los meséfilos como los termofilos,

Resultados.—El estudio ha sido condueido
por un periodo de 12 dias, sin haberse podi-
do observar el ataque de la celulosa emplea-
do como test en el estudio de los gérmenes
celuloliticos. De esta manera en nuestro es-
tudio no se ha podido revelar la Presencia
de gérmenes celuloliticos, tanto aerobios
como anaerobios en la muestra estudiada.

(CONTINUARA)





