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Resumen

En la actualidad la ingenieria presenta proyectos intimamente ligados con el manejo de los
recursos naturales en base a un contexto presupuestario ajustado. En particular la rama de la
ingenieria agricola ha implementado entre otras estrategias el uso de los microorganismos.
El objetivo de esta investigacion fue analizar el potencial de los microorganismos de
montafia (MM) como sistemas de biofertilizacion de suelos. Inicialmente se procedid a la
reproduccién de los microorganismos para luego ser trabajados de acuerdo con tres
periodos de incubacién (7 dias, 15 dias, 22 dias). Los tratamientos de incubacién fueron
aplicados en forma de fertirriego a recipientes con volumen de suelo definido, en los cuales
se encontraban sembradas las semillas de dos plantas de ciclo de vida corto (culantro y
espinaca). Paralelo a lo anterior se generd un cuarto tratamiento control (sin fertirriego)
para establecer comparaciones. En todos los casos se realizaron cuatro repeticiones
idénticas con variaciones espaciotemporales para minimizar el sesgo. Luego de terminado
el proceso de siembra y cosecha, se procedio a extraer las plantas y el suelo para estudiarlos
en base a pruebas bioldgicas, quimicas, fisico-estructurales, agronémicas y posteriormente
analizar los resultados. Dentro de las pruebas bioldgicas realizadas se estimd la incidencia
de microorganismos en el suelo y se calcul6 la respiracion del mismo. Como parte de las
pruebas quimicas se determind pH, acidez, Ca2® Mg2+, K+, P5+ Cu2+ Fe3+ Zn2+ Mn2+y
carbono, asi como el porcentaje de materia organica del suelo. Las pruebas fisico-
estructurales realizadas incluyeron una estimacién del grado de retencién de agua por
gramo de suelo y una determinacion de textura del suelo. Finalmente, como parametro de
respuesta para analizar diferencias entre la efectividad de los tratamientos, se determind

pruebas de tamafio de hojas y biomasa seca utilizando las plantas cultivadas tras un periodo



de crecimiento de nueve semanas. Con base en lo realizado, se encontré una mejora en los
tratamientos con respecto al control. Esta mejora se observd de forma particularmente
significativa en varios casos para el segundo tiempo de incubacion (15 dias) y se cuantifico
con base en la actividad microbiana intensificada. No se encontraron diferencias
estructurales en el suelo posiblemente por el poco tiempo de experimentacién. Como
conclusién general se estableci6 que los incrementos en las propiedades del suelo
estuvieron asociados con un aumento en la complejidad del biosistema de estudio, lo cual
fue producto de la introduccion de los MM en el patrén de manejo de los cultivos
estudiados. Estos aumentos, sin embargo, parecieran estar vinculados con las caracteristicas
del ensamblaje de especies en el biofertilizante producto de los tiempos de incubacién del

mismo.
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Justificacidn

En la actualidad el uso de fertilizantes y agroquimicos en el sector agricola es muy amplio.
Después de cada ciclo vegetativo el suelo se empobrece, y esto conlleva pérdidas
ambientales, monetarias, y reduce la produccion al forzar los suelos, que requieren
descanso para evitar su empobrecimiento irremediable.

En este sentido, los microorganismos de montafia (MM) han empezado a ser utilizados
dentro de estrategias de manejo sostenible agricola como una opcion viable para mejorar
suelos empobrecidos. Por lo anterior se ha dicho que el sistema de indculo microbiano tipo
MM favorece sistemas de produccién agricola amigables con el ambiente, de facil acceso y

puede ser usado con sistemas de baja tecnologia.

El proceso de biofertilizacion con MM pretende que mejoren las condiciones del suelo
aumentando la cantidad de metabolitos producidos, lo cual genera un aumento de nutrientes
disponibles en el suelo. Al tomar en cuenta que un aumento en la complejidad biosistémica
esta asociado con redes troficas mas intricadas y plantas mas sanas y productivas, se espera

que exista un reflejo de esa eficiencia ecoldgica sobre las caracteristicas del suelo.



1. Introduccién

En la actualidad la ingenieria se enfrenta a retos muy grandes que estan intimamente
relacionados con el cotidiano manejo de los recursos naturales. Cuando estos retos se
enmarcan en un contexto presupuestario ajustado, la implicacion directa es que la
innovacién se convierte en un aliado directo del desarrollo. Es asi que todas las ramas la
ingenieria se han abocado a reajustar gastos y a usar tecnologias mas econdmicas y
amigables con el ambiente para lograr sus objetivos [1]. En el caso particular de la
agronomia y la edafologia como elementos de la Ingenieria de Biosistemas, se ha
implementado entre otras estrategias, el uso de microorganismos con la finalidad de lograr
procesos de regeneracion de la matriz edafica ya que “el logro y el mantenimiento de la
sustentabilidad de los agroecosistemas deben ser objetivos permanentes en pos de mantener
el recurso suelo en niveles de maxima calidad y salud. La microbiologia del suelo brinda la
posibilidad de generar nuevos conocimientos, tanto basicos como aplicados, y de hacer
valiosos aportes al desarrollo econémico respetando el recurso natural” [2].

Actualmente una serie de proyectos de biorremediacion y biofertilizacién de suelo han sido
exitosamente ejecutados en diferentes partes del mundo. En la ciudad de Cordoba,
Argentina se estudiaron los pardmetros microbianos del suelo, donde se realizaron pruebas
de sensibilidad de los pardmetros quimicos (materia organica, pH y nitrato) y bioldgicos
(respiracién edéafica) entre suelos perturbados y suelos control, logrando establecer
porcentajes favorables en la restauracién [3]. En la Universidad de Ciencias Aplicadas y
Ambientales (U.D.C.A) en Bogota, Colombia se utilizaron los microorganismos
Trichoderma spp. y Pseudomonas spp. para aportar beneficios importantes a las plantas,

tanto en la estimulacidon del crecimiento como en la supresion de enfermedades. Los



investigadores notaron que la utilizacion de estos microorganismos fue de amplio espectro,

en cuanto a las especies vegetales que abarco y a los patégenos que regulo [4].

Sin embargo, en Costa Rica el tema no ha sido evaluado e implementado tan eficazmente
como en otros paises debido a la etapa incipiente en la que se encuentra el estado del arte.
Esto es interesante tomando en cuenta que se ha visto que el funcionamiento de algunas
poblaciones microbianas es Gtil para aspectos como el control de suelos contaminados con
petréleo [5], mercurio [6], cianuro [7] y dinamita (TNT) [8] ,la metabolizacién de gases
atmosféricos [9], la produccion de biocombustibles [10], control de degradacion de suelos
por erosién y desertificacion [11], control y restauracién de manglares contaminados [12] y
los procesos de biofertilizacion en sistemas productivos [13]. De esta forma se demuestra
un poco que el potencial del uso de microorganismos de suelo dentro del contexto

ingenieril biosistémico, esta apenas en una fase incipiente de estudio.

En el caso del uso de MM para mejoramiento del suelo y productividad agricola, se ha
logrado ejecutar efectivamente un proyecto con un sistema de soya-tomate bajo
condiciones de invernadero [14]. En la meseta de Popayan, Colombia, los MM se han
usado para la produccién de acelgas [15], en Cuba han sido aplicados en ecosistemas de
pastizales [16], en Peru. la Universidad Peruana Unién de Lima los utilizé en mejoras de
produccion y control de plagas en cultivos como chile y pimientos [17]. Con esto se

demuestra un poco el potencial de estos microorganismos en un sector agroindustrial.

En el presente proyecto, el principal objetivo fue analizar la capacidad de los MM como
biofertilizadores de la matriz edafica utilizando dos plantas comerciales con ciclos de vida

cortos. Con este proyecto se espera que los resultados sean Utiles para el sector productivo y



que permitan favorecer técnicas de manejo edafico que mejoran la economia al minimizar
el uso de agroquimicos. La idea de este proyecto ha sido apoyar los procesos de
recuperacion ambiental y la promocion del vinculo entre la ingenieria ecoldgica, en su

faceta agricola y de biosistemas, con el desarrollo local.



2. Objetivos

Objetivo general

» Analizar el potencial de los MM como sistemas de biofertilizacion de suelos a partir

de un experimento con dos plantas de ciclo de vida corto.
Objetivos especificos

* Realizar el proceso de reproduccion de los MM en escenarios aerébicos y
anaerdbicos, considerando mezclas en diferentes periodos de incubacion de los
indculos (4-10 dias, 11-15 dias, 16 dias 0 mas).

o Estudiar los potenciales cambios en el suelo a partir del uso de los MM dentro del
experimento ejecutado.

e Evaluar algunas propiedades agronémicas de rendimiento de los productos

evaluados en presencia y ausencia de un tratamiento con MM.



3. Marco tedrico

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion la
biorremediacion es una tecnologia que aprovecha el potencial de degradacién que tienen los
microorganismos para eliminar sustancias téxicas de medios y sustratos contaminados [18].
De forma similar, a través de rutas bioquimicas particulares, la biofertilizacion se ha
definido como una técnica que utiliza productos obtenidos del metabolismo tréfico de la
materia organica para favorecer a través de una serie de vias el crecimiento saludable de
plantas.

En este proceso, muchos microorganismos se descomponen y dejan su materia organica
disponible para los biosistemas de la matriz edafica. La biofertilizacién se puede aplicar a
cultivos con un impacto econédmico bajo, utilizando residuos, excrementos de animales y
otro material vegetal, como tallos o hojas de platanos, hojas de leguminosas y hierbas
verdes. Este tipo de técnicas reduce la dependencia de productos quimicos artificiales, y de
la forma mas relevante, mejora la estructura fisica (tierra més suelta y suave), quimica
(aumento nutrientes), y bioldgica (alta poblacion de beneficiosos microorganismos) del

suelo [19].

Para poder generar fertilizantes con actividad bioldgica, se necesita de un proceso ingenieril
de produccion, muchas veces sencillo y de bajo costo, que involucra lo que se conoce como
un biorreactor. Es a partir de estos biorreactores que se puede acelerar el proceso natural de
crecimiento y reproduccion de los microorganismos para la efectiva aplicacion agricola.
Los biorreactores se definen como sistemas que mantienen un ambiente biolégicamente
activo [20]. En algunos casos, un biorreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un

proceso quimico que involucra organismos o sustancias bioquimicamente activas derivadas
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de dichos organismos. Este proceso puede ser aer6bico o anaerdbico. Inclusive un
biorreactor puede ser también un dispositivo o sistema empleado para hacer crecer células o

tejidos en operaciones de cultivo [20].

Dentro de las funciones basicas de un biorreactor se encuentra el mantenimiento de
condiciones ambientales propicias (pH, temperatura, concentracién de oxigeno, etcétera)
para que el organismo o sustancia quimica que se cultiva desarrolle la funcidn que se busca.
Las condiciones ambientales de un biorreactor tales como flujo de gases (oxigeno,
nitrégeno, dioxido de carbono, etc.), temperatura, pH, oxigeno disuelto y velocidad de

agitacion o circulacion, deben ser cuidadosamente monitoreadas y controladas [20].

Una vez reproducidos los microorganismos en el biorreactor, éstos son utilizados de
diversas maneras, como por ejemplo en actividades de biofertilizacibn o de
biorremediacion de suelo. El caso clasico de la ultima funcién se da con los derrames de
petréleo que recientemente han sido tratados con métodos innovadores que usan
microorganismos [21]. Sin embargo, diversas instituciones académicas y empresas privadas
se han centrado en el uso de microorganismos para muchas otras funciones dentro del

campo de la Ingenieria de Biosistemas.

En particular, la biorremediacion de suelo es Gtil para tratar contaminacién con metales
pesados (Cub : Cdu"’) y en un estudio reciente se observo que el hongo Clitocybe maxima es
eficaz en la promocién de la biorremediacién de suelos contaminados con metales pesados
[22]. De forma similar, se ha observado que en términos de biofertilizacién algunos grupos
de microorganismos muestran gran utilidad para lograr que los sistemas productivos

puedan lograr buenos rendimientos a un costo ambiental bajo.



Los microorganismos de montafia (MM) son considerados consorcios microbianos ya que
su composicién y las posibles relaciones que generan son multiples e incluyen bacterias
fotosintéticas, bacterias productoras de acido lactico, actinobacterias, hongos filamentosos
y levaduras. Los MM, en su fase de utilizacién, son un producto de fabricacién artesanal de
bajo costo, que no requiere medios de crecimiento sofisticados para el escalamiento ya que
lo que se pretende es aprovechar la diversidad microbiana, tanto taxondémica como
funcional de las comunidades de microorganismos nativos de zonas boscosas, para luego
incorporarlos en las unidades de produccion agricola. Entre los usuarios de este tipo de
tecnologia se acepta que la mejor fuente de in6culo son los bosques cercanos a los sitios de
produccién agricola, ya que presentan microorganismos adaptados a las condiciones de la

zona [14].

Los MM se utilizan en la preparacion de biofertilizantes con el fin de acelerar el proceso de
metabolismo de materia orgdnica, aumentando la productividad de los cultivos, asi como la
calidad de los productos, estimulando la germinacion de semillas y crecimiento de las
raices. Los MM ademaés, aumentan el grado de proteccion natural de los cultivos hacia
organismos causantes de enfermedades. Se utilizan en la preparacion de Bokashi, Bio-

fermentos y repelentes Bio-cultivo [19].

La gran cantidad de energia que se encuentra en los residuos organicos puede ser utilizada
como un conductor de procesos de remediacion, al utilizar los microorganismos indigenas
en el suelo. La capacidad intrinseca de las comunidades microbianas del suelo para iniciary
acelerar la degradacién de los residuos favorece la composicion del suelo [23]. Los estudios
de biofertilizacion y de biorremediacion representan estrategias alternativas innovadoras en

contextos socioeconémicos de paises en desarrollo. Un ejemplo de esto son los beneficios
8



del crecimiento vegetal con rizobacterias para la mejora de la produccion de cultivos, lo

cual mejora las perspectivas econémicas de paises en desarrollo [24].

El principal problema de las regiones en desarrollo segin la Organizacion para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) en su informe titulado “La agricultura mundial: hacia
2015/30” es la dependencia de la agricultura, como un factor que determina el progreso o el
fracaso. Las variables socioecondmicas, politicas, culturales y ambientales mal planteadas
son los principales obstaculos contra el desarrollo agricola en muchas economias en
desarrollo. Para mejorar la productividad agricola, en muchos casos se recomienda el uso
de sistemas bioldgicos de costo bajo, que integran inoculantes microbianos en el sistemay

logran una alta productividad de los cultivos y la sostenibilidad agricola [24].

Dentro de este marco de trabajo la ingenieria ecoldgica, la ingenieria agricola y la
ingenieria de biosistemas se traslapan en interés para liderar la via hacia alternativas de bajo
costo, altamente efectivas y con potencial alto de sostenibilidad [25]. De esta forma, su
interseccion ha sido propuesta como un marco de trabajo para disefiar ecosistemas
sostenibles que integran la sociedad humana con su medio natural para el beneficio de
ambos. En este sentido, a pesar de que la biofertilizacién es generalmente considerada
como una préactica de la ingenieria ecolégica, es importante recordar que engloba uno de los
principales fundamentos de la ingenieria agricola que es la regeneracion de suelos para

cultivar productos [23].



4. Materiales y metodologia

La metodologia de produccion de un biofertilizante a partir de MM usada en esta
investigacion se basé en el manual de Abonos Organicos y Bio-fermentos del Instituto
Agro Eco Louis Bolk (ALBI por sus siglas en inglés) en Africa Oriental [19]. Con base en
este manual, el proyecto se dividié en una serie de etapas con el cual se logré conservar un

orden cronolégico. Estas etapas se respetan aca para explicar la metodologia utilizada.

Etapa 1 (reproduccién de los MM)

La primera etapa consistio en reproducir los MM a niveles de uso viable. Para ello, se
realizd una recolecta de hojas y suelo superficial (mantillo de bosque) proveniente de
parches riparios en la zona de Paraiso en la provincia de Cartago, Costa Rica. El suelo se

mezcld con los siguientes materiales en la proporcién que se muestra a continuacion:

e 1/4 saco de hojas de material del e 3 litros de agua no contaminada
bosque (limpia)

e 10 kg de mezcla granza de arroz y e 1litro de melaza
semolina

La forma adecuada de realizar la mezcla se observa en la Figura 1. Una vez obtenida la
mezcla, el material resultante se fracciond en dos secciones correspondientes a 2/3 y 1/3 del
volumen total. La primera seccidn se mantuvo en condiciones aerébicas, mientras que la

segunda se acondicion0 para condiciones anaerdbicas en un recipiente sellado.

En el caso del proceso aerdbico la mezcla se cubrié con un pafio para protegerla del frio, y
del calor del sol y de los animales por la primera noche. Los primeros ocho dias la mezcla

se revolvié para disipar el exceso de calor que se produjo y luego sencillamente se mantuvo
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en un sitio fijo con monitoreo ocasional. En el caso del proceso anaerdbico, la mezcla se
coloco6 en un recipiente sellado por 30 dias, que no fue abierto sino al finalizar este periodo

para continuar con la siguiente fase.

Figura 1. Distribucién de la mezcla en la primera fase de la reproduccién de los MM

Etapa 2 (Mezcla de organismos aerdbicos y anaerdbicos)

Una vez pasado los 30 dias necesarios para la reproduccién de los MM en cada ambiente de
oxigenacion y en fase seca, ambas mezclas se incorporaron en un saco y posteriormente en
un contenedor de 200 litros para la reproduccion de los microorganismos en un ambiente
liquido. A este tipo de sistema se le conoce con el nombre de biorreactor y al liquido
fertilizante que se produce se le conoce como biofertilizante o biol. Para la fusién de las
mezclas secas se utilizd la siguiente relacion:

» 2 kg de material anaerébico e 20 litros de agua potable (limpia)

* 1kg de material aerdbico * 1litro de melaza

1



Figura 2. Mezclas realizadas en la segunda fase del protocolo para reproducir MM en fase
liquida

Etapa 3 (Tiempos de espera de los MM)

Una vez que las condiciones en el biorreactor permitieron la reproduccion eficaz de los
MM, el liquido resultante se utilizd en los cultivos para analizar su efecto. Sin embargo,
debido a que los tiempos de retencién en el biorreactor estan relacionados con el potencial
de las diferentes comunidades de microorganismos para llegar a su pico poblacional, en
este proyecto se ha decidido utilizar tres tiempos de incubacion de espera documentados en
la literatura.

El primer tiempo por trabajar fue de una semana (documentado entre 4-10 dias). Alrededor
de una semana en el biorreactor, los hongos son los elementos predominantes en el
biofermento. Tras este tiempo, las bacterias empiezan a dominar en el biofermento y
desplazan a los hongos (documentado entre 11-15 dias). Por esta razon, el segundo tiempo
de espera a utilizar en este trabajo fue de dos semanas. Finalmente, aproximadamente a
partir del dia 16 se ha documentado que las levaduras son los elementos dominantes y por
ello, en el caso del presente trabajo se aplicé un tercer tiempo de espera de tres semanas
[19]. En el Cuadro 1 se muestra la forma de nomenclatura a trabajar en el proceso de

experimentacion.
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Cuadro 1. Abreviacion de cada tratamiento segln su tiempo de incubacion en la
experimentacion

Tratamiento Tiempo de incubacion
T1 7 dias
T2 15 dias
T3 22 dias
Control Tratamiento Control

Etapa 4 (Aplicacién de riego al suelo)

En todos los casos el biofermento resultante fue utilizado como liquido de riego en un
experimento que consistio en la creacion de cuatro recipientes en forma de mini-parcelas
con un area de 0,32 m 2 donde 0,16 m 2 estuvo dedicado al cultivo de culantroy 0,16 m2 al
cultivo de espinaca. El tratamiento con los MM se aplic6 al inicio de la siembra hasta llevar
el suelo a capacidad de campo [26]. Como se muestra en la Figura 3 se evalud una parcela
para cada tiempo de espera en el biorreactor y se utilizd6 una muestra testigo como control
que se regd, igual a capacidad de campo, Unicamente con agua. Este disefio se repitié cuatro
veces, con protocolo idéntico pero con cambios espaciotemporales en las miniparcelas para

evitar sesgo previo por efecto de sitio.

Distribucion de parcelas

Caso 1: Riego con tiempo de

1 2 3 A incubacion de 4-10 dias
Caso 1: Riego con tiempo de
Muestra Riego Riego Rietju incubacion de 11-15 dias
testigo ca-so 1 caso £ caso 3

Caso 1: Riego con tiempo de
incubacion de 16 dias

Figura 3. Distribucion de parcelas en el experimento llevado a cabo en el presente trabajo

segln la réplica # 1
13



La cantidad de riego en cada parcela se determind con base a la demanda requerida para
capacidad de campo, tomando en cuenta el tipo de suelo, la infiltracion y punto de
marchitez permanente. Estas pruebas se llevaron a cabo antes del experimento [27]. En
todos los casos se mantuvo el suelo en capacidad de campo. Los cultivos se mantuvieron

por el tiempo asociado a su ciclo vegetativo, alrededor de 3 meses.

Etapa 5 (Pruebas posteriores al experimento)
Debido a que el objetivo de este trabajo fue evaluar el uso de MM como estrategia de
biofertilizacion del suelo, tras la cosecha, se realizaron una serie de pruebas experimentales

a la matriz edéficay a los cultivos realizados segun el siguiente esquema.

1. Pruebas al suelo

1.1. Pruebas bioldgicas:

A) Se realizaron pruebas microbiolégicas de incidencia de microorganismos en el
laboratorio de Microbiologia de suelos de la Sede del Atlantico de la Universidad de
Costa Rica. Estas pruebas se llevaron a cabo con base en la metodologia establecida en
el Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA) y la Tesis de grado de Agronomia en
el area de Fitotecnia de la estudiante Jeannette Aguilar Salén [28].

B) Se realizaron pruebas de respiracion de suelos en la Unidad de Recursos Forestales de
la Universidad de Costa Rica con base en la metodologia de Anderson (1982) aplicando
cada prueba por triplicado. Para ello se pesaron 30 g de suelo, que se colocaron en un
recipiente con tapa, dentro del cual se coloc6é un beaker con 10 mL de NaOH a
concentracidn conocida. Se cerrd el envase por 2 horas y se colocé en una incubadora a

28°C. Posteriormente se trasvasd cuantitativamente el contenido del beaker a un
14



Erlenmeyer, se adicioné 2 mL de BaCl2 al 10% y 3 gotas de timolftaleina 0,1% con un
gotero. Finalmente, se procedi6 a realizar una valoracion del exceso de NaOH
adicionada con HCI de concentracion conocida[29]

Para obtener la cantidad de C02 se utiliz6 la ecuacion de Stotzky (1965)

Miligramos de C—C02 = (B —V) *NE (1)

Donde:

B: volumen en mililitros de HCI necesarios para valorar el NaOH sin ser expuesto al

suelo.

V: volumen en mililitros de HCI necesarios para valorar el NaOH siendo expuesto

al suelo.

N: normalidad del HCI

E: peso especifico del carbono (E=12) y peso especifico del C02 (44)

1.2. Pruebas quimicas:

A) Se realizaron una serie de andlisis quimicos completos de muestras de cada suelo en el

B)

Centro de Investigaciones Agrondmicas (CIA) de la Universidad de Costa de Rica.
Estos analisis se llevaron a cabo con base en las metodologias de analisis quimico
completo KCI-OLSEN (pH, acidez, Ca2t, Mg2+ K+, P5+ Cu2+ Fe3t Zn2+, Mn2+) en este
centro de investigacion.

Se realizé un analisis de carbono por prueba de calcinacién en la Unidad de Recursos
Forestales de la Universidad de Costa Rica. Para ello se procedid a realizar un secado

de los crisoles por 2 horas en el horno a 100°C para garantizar que no ocurriera perdida
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C)

por humedad en estos. Luego se le agreg6 a cada crisol 2 g con exactitud de 0,0001g de
suelo aproximadamente (el suelo se encontraba en base seca) y se registrdé su peso. Se
introdujo cada crisol en la mufla y se aumento la temperatura en 100°C cada 30 minutos
y en el Gltimo aumento 125°C hasta llegar a 525°C. Posteriormente, se dio un tiempo de
espera de 3 h para garantizar su calcinacién. Terminado el proceso de calcinado se
coloco en el desecador por una hora para ser pesado de nuevo en la balanza analitica
[30].

Para obtener el porcentaje de carbono y materia organica se utilizd la siguiente

ecuacion:

% materia orgdnica = —— * 100 (2)

% carbono orgénico = % M.O *1.724

Donde

A: peso de la muestra

B: peso de la muestra calcinada a 525°C

M.O: materia organica
La determinacion del pH se desarrollé segin la metodologia de Henriquez, Bertsch y
Salas (1995), con la cual se midi6 10 ml de suelo de cada muestra en un vaso de
agitacion y se agregaron 25 ml de agua destilada (relacion 1:2:5). Se agit6 la solucion
por un periodo de 15 minutos para luego dejar reposarla por 5 minutos. Tras lo anterior
se procedi6 a calibrar el pHmetro con dos buffer de 4 y 7 a temperatura ambiente. Se
realizaron las mediciones introduciendo el electrodo en la solucién y tomando el dato

brindado con el cuidado de lavar y secar el electrodo al tomar cada medicion [31].
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1.3. Pruebas fisico-estructurales

Se realizaron con base en la metodologia de la Unidad de Recursos Forestales de la

Universidad de Costa Rica.

A) Pruebas de retencion de agua: Se tom6 una muestra de suelo de 100 g la cual fue
tamizada con el fin de evitar granulometria de tamafio no deseado. Se coloco la muestra
en un sobre de papel el cual se secd en un horno por 48 horas a una temperatura de
60°C. Posteriormente, se tomé un papel de filtro y se acoplé a una probeta de 100 ml
segln se observa la Figura 4. Dentro del filtro se depositdé una muestra de 20 g de suelo
seco, a la cual se le aplico lentamente 100 ml de agua limpia. Al terminar de agregar el
liquido, se tomé un tiempo de espera de cinco minutos, tras lo cual se midid la cantidad
de agua en la probeta. Para obtener la relacion de retencidn de agua por gramo de suelo
se utilizé la siguiente formula:

96 ml-cantidad de agua en probeta(5 min) _ ml agua
20 g suelo g suelo (3

Figura 4. Acople de la probeta con el embudo y el papel filtro (#4) para la prueba de
retencién de agua por gramo de suelo con la que se evaluaron los suelos de esta

investigacion.
17



B) Pruebas de textura de suelos: Se tom6 suelo de las muestras el cual se tamizd y secé en

papel periddico. Luego se procedio a llenar una serie de recipientes de 500 ml con suelo
a H parte del volumen del mismo. Tras lo anterior se agregaron 350 ml de agua y una
cucharadita de detergente que no generara espuma (para lavadora automatica de platos
y cristaleria, ver Figura 5). Posteriormente, la solucién se agitd6 por 15 minutos y se
tomaron las medidas respetando los tiempos de espera a continuacion:

e Tras un minuto en reposo, se marcé el nivel de la arena

» En dos horas en reposo, se marco el nivel del limo

» En tres dias de reposo, se marcé el nivel de arcilla

Figura 5. Preparacion de la prueba de textura con la que se evaluaron los suelos analizados

Por Gltimo, se calcularon los porcentajes de cada uno de los tipos de particulas con respecto
al nivel de todos los sedimentos y con el uso de la cuadro 1 se determind el tipo de suelo.

) ) grosor de capa de arcillas
Porcentaje de Arcilla = . (4)
grosor de capa de sedimentos

grosor de capa de limos
grosor de capa de sedimentos

Porcentaje de Limo =

(5)
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grosor de capa de arenas

Porcenta/e de drenas = - (6)
grosor de capa de sedimentos

Cuadro 2. Porcentaje de Texturas

Fuente: [32]

CLASIFICACION TEXTURAL % ARENAS % LIMO % ARCILLA TIPO

ARENAS 85-100 0-13 0-10 LIGERO
ARENA MIGAJON 70-90 0-30 0-15 LIGERO
MIGAJON ARENOSO 52-82 0-48 0-20 LIGERO
MIGAJON ARCILLO ARENOSO 45-80 0-23 20-35 MEDIO
MIGAJON ARCILLO LIMOSO 0-20 20-72 2840 MEDIO
FRANCO 24-52 23-50 8-28 MEDIO
MIGAJON LIMOSO 0-50 50-80 0-28 MEDIO
MIGAJON ARCILLOSO 20-45 15-52 2840 MEDIO
LIMO 0-20 80-100 0-12 MEDIO
ARCILLA ARENOSA 45-65 0-20 35-55 PESADO
ARCILLA 0-45 040 40-100 PESADO
ARCILLA LIMOSA 0-20 40-60 40-60 PESADO

2. Pruebas ala planta

2.1. Pruebas agrondémicas:

A) Se realizaron una serie de pruebas cuantitativas de raiz en el laboratorio de
microbiologia de suelos de la Sede del Atlantico de la Universidad de Costa de Rica.
Inicialmente se realizé la separacién de la raiz del resto de la planta en muestras

recolectadas de forma aleatoria de cada uno de los tratamientos establecidos
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B)

C)

originalmente. Se procedi6 al lavado de las raices con agua destilada para eliminar el
suelo de estas y las raices lavadas se colocaron sobre una bandeja para digitalizacion
como se muestra en la Figura 6. Tras la digitalizacién se realiz6 el analisis de una serie
de indicadores morfoldgicos de raiz como el diametro, largo y volumen usando el

programa WinRHIZO [28].

Figura 6. Colocacion de raices en la bandeja y en el escaner

Se llevaron a cabo mediciones del tamafio de hojas en base a la metodologia de la
Unidad de Recursos Forestales de la Universidad de Costa Rica. Para ello se tomaron
56 hojas de cada tratamiento (26 hojas de culantro y 26 hojas de espinaca) a las cuales
se les midieron el ancho y el largo con un vernier digital.

Se llevaron a cabo determinaciones de la biomasa de plantas segin la metodologia de la
Unidad de Recursos Forestales de la Universidad de Costa Rica. Para lo anterior se
procedid a escoger cuatro plantas de culantro y cuatro plantas de espinaca por cada uno

de los tratamientos. Luego se cortd el tallo de la raiz y cada parte fue pasada antes de
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ser colocada en un sobre por separado para ser secadas, en un horno a 60 grados por
cinco dias. Tras este periodo, se pesaron de nuevo el tallo y la raiz de cada planta.

Para obtener el porcentaje la biomasa de la planta se utilizé la siguiente ecuacién:

Stornasa ftatz = —* 100 (7)

®| >

C
Stornasa Ta/Zo = —* 100 (8)

Donde:

A: peso himedo de la raiz
B: peso seco de la raiz

C: peso humedo del tallo

D: peso seco del tallo

Etapa 6 (Pruebas estadisticas y anélisis de resultados)

Tras la obtencion de resultados se realizaron pruebas estadisticas (pruebas ANOVA, Tukey,
analisis multivariado) entre los diversos tratamientos para analizar los procesos a nivel de
biosistema que se llevaron a cabo durante la experimentacion. Las pruebas escogidas se
hicieron respetando la normalidad y caracteristicas de los datos. En todos los casos, los
tratamientos experimentales se compararon con el control, de modo que las hipétesis nulas
de trabajo se disefiaron en forma de no diferencias con el control. Se us6 un valor de corte
de rechazo de la hip6tesis nula de 0,05 y el analisis se llevé cabo en JMP, v.10 y en Past

v.3.12.

21



5. Resultados

Resultados y discusion

Los resultados y discusiones obtenidas en la investigacion se presentan a continuacion, las
pruebas fueron tratadas en orden cronolégico de la metodologia con la finalidad de mejorar
la comprension del mismo, siendo dividido en dos secciones de trabajo para evitar

confusiones al lector.

Seccion 1. (Pruebas al suelo)

Pruebas bioldgicas

Como se muestra en la Figura 7 las pruebas microbioldgicas de suelo mostraron diferencias
significativas entre tratamientos en términos del porcentaje de los tres grupos de
microorganismos que se documentaron; siendo el T2 el que present6 los valores mas altos
de incidencia de hongos, bacterias y actinobacterias. El mismo patron se documentd para
respiracion del suelo segun se observa en la Figura 8. Con respecto al control, que no fue
inoculado con el biofertilizante, se observé un aumento en la actividad microbiana en casi

todos los tratamientos (ver cuadro 3).

Cuadro 3. Cambio porcentual en la actividad microbiana con respecto al tratamiento

control tras el proceso de biofertilizacién del suelo y cosecha de las plantas estudiadas.

Hongos (%) Bacterias (%) Actinobacterias (%)
T1 -13,1 29 13
T2 155 73 79,7
T3 11 -14,8 47,2

La respiracién del suelo mostr6 un amplio aumento con relacion a los valores obtenidos
para el control. En el caso del T2 el incremento fue de un 128%, mientras que para T3y T1,
los valores aumentaron un 76% y un 6 %, respectivamente. Lo anterior es interesante ya
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gue muestra que los valores méas altos de incremento en la respiracién de suelo, asi como en
la actividad microbioldgica del mismo estuvieron asociados con T2 méas que con los otros

dos tratamientos.

8,00
7.00
6.00 jl'lempo.qle
incubacion
0 500 4Tl
§4m -
3.00 \ T3
b 2.00
m Control
1,00
0,00
Hongos Bacterias Actinobacterias
(F(4,24)=8,35; (F(4,24)=9,18; (F(4,24)=25,32;
P<0,05) P<0,05) P<0,05)

Figura 7. Incidencia de los tres grupos de microorganismos estudiados en el presente
proyecto a partir de las muestras de suelo de cada tratamiento.

1000
o 900 (F(5,38)=33,17; P<0,05 ) Tiempo de
\L;Jv 800 incubacion
700
N
< 600 ™
1 500 T
400 >
%J 300 I>T3
m Control
FD 200
100
0

Respiracion del suelo

Figura 8. Respiracion de suelo (C02 —C) obtenida de cada tratamiento a partir de las
muestras de suelo, tras la cosecha.
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Pruebas quimicas

En la Figura 9 se muestran los resultados de la determinacion de carbono en las muestras de
cada tratamiento. Es evidente que T2 fue el tratamiento que present6 los valores mas altos
tanto para la cantidad de carbono organico como en términos de materia organica. A pesar
de lo anterior, para todos los tratamientos se observo un aumento de estos dos estimadores

de carbono con respecto al control.

Figura 9. Resultados de las dos pruebas de carbono llevadas a cabo con muestras de suelo
de cada tratamiento en el presente estudio.

El nivel de Ca2+aumenté significativamente en T2 con respecto a los otros tratamientos y
al control (t=-33,03, P<0,05). De forma similar, la Capacidad de Intercambio de Cationes
Efectiva (CICE) mostré niveles significativamente mayores asociados a T2 (t=-53,81,
P<0,05). Los niveles de P5+, FeDBFry Zn%-wt fueron significativamente mas bajos en el control
gue en cualquier de los tratamientos (t=-39.12, P<0,05), a pesar de que T3 fue el que
mostré los valores mas altos. De forma interesante, los niveles de K+y Mg2+no variaron

significativamente entre el control y los tratamientos. En la Figura 10 se observa un patron
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similar al anterior en el sentido de que los valores mas altos de pH estuvieron asociados con
T2. Estos resultados fueron consecuentes con la literatura en el sentido que los indices
biologicos y quimicos son representativos de la dindmica, balance y deteccién de procesos
de restauracion del suelo.

El aumento en las colonias microbianas permitié aumentar los porcentajes de materia
organica y respiracién de suelos [3], de la misma manera sucedi6 en invernaderos tomate-
soya en el cual se observaron aumentos en la cantidad de carbono orgéanico y respiracion de
suelos al utilizar MM [14]. Sin embargo, los pH de los tratamientos T1 y T3 fueron
menores que el control. Es interesante en todo caso observar que las diferencias son
significativas y que efectivamente T2 modulé de forma positiva el grado de acidez del
suelo, acercandolo a un pH neutro. Lo cual era de esperarse ya que en la literatura se dice
que el tratamiento aplicado con MM, tiende a mantener su neutralidad o equilibrio [14], los

niveles esperados con el uso de MM ondulan entre 5,7 y 6,02 [15].

pH

Figura 10. Resultado de la medicion de pH en suelo a partir de muestras obtenidas de cada
tratamiento.
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Pruebas fisico-estructurales

Una de las hipotesis de partida era que a partir de un proceso de biofertilizacion, al
aumentar la complejidad de la microbiota en la matriz edéfica, se aumentaria el grado de
particula en el suelo. Los hongos endomicorricicos tienen la capacidad de producir
glomalina y por medio de procesos cohesivos aumentar al tamafio de las particulas en el
suelo [33] y con ello aumentar el grado de retencion de agua [34].

Sin embargo, como se muestra en la Figuras 11 y 12 ni la capacidad de retencién de agua,
ni la textura general del suelo en sus componentes granulométricos fueron diferentes entre
tratamientos. Lo anterior es interesante desde el punto de vista del tiempo que se necesita
para poder observar estas diferencias, pero en el caso del presente estudio, muestra que con
los sistemas estudiados, el corto tiempo de cultivo fue una limitante para poder documentar

los mencionados procesos.

1,03
1,02 (F(5,30)=1,06; P=0,28) Tiempo de
incubacién
1,01
1 4-T1
éﬂ 0,99
IT2
0,98
£
0,97 VT3
0.96 Control
0,95
0,94

Retencion de agua

Figura 11. Capacidad de retencidn de agua en el suelo obtenida para cada tratamiento.
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55 Tiempo de
incubacién
45
AT1
A
,% 35
o T2
bJ 25
Q T3
15
5 Control
5 Arcilla Limo Arena
( F(5,20)=0,46; ( F(5,20)=0,46; ( F(5,20)=0,46;
P=0,80) P=0,80) P=0,80)

Figura 12. Porcentaje de arcilla, limo y arena determinados para cada tratamiento.

Seccion 2. (Pruebas a la planta)

Pruebas agronémicas

Como se muestra en las Figuras 13 y 14 el diametro promedio de raiz y el volumen total de
raices no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos para ninguno de los
dos tipos de planta estudiados en este trabajo. La literatura muestra que el didmetro y
estructura de algunas plantas depende del tipo de textura de suelo, frecuencia y tiempo de
riego [35], por lo cual al no existir cambios en la parte fisico estructural del suelo no se
deberian mostrar cambios representativos en el didmetro y volumen de raices. A pesar de
ello, se observd una tendencia en T2 y T3 a desarrollar raices con didmetros mas grandes
con respecto a los controles respectivos para ambos cultivos. En algunos casos, las
comparaciones puntuales entre tratamientos y control fueron significativas, pero no se

muestran en esta seccion.
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Figura 13. Didmetro promedio de las raices de espinaca y culantro para cada tratamiento.
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Figura 14. Volumen total de las raices de culantro y espinaca para cada tratamiento.
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De forma interesante, tanto la longitud total como el area total de las raices fueron
significativamente diferentes en las plantas de culantro pero no en las de espinaca con
respecto a los controles (Figuras 15 y 16). En estos casos, fueron precisamente T1 para la
longitud total y T1/T3 para el area total, los dos tratamientos que presentaron los valores
mas altos. Sin embargo, para el caso de espinaca, aunque no fue significativa la
comparacion, se observd que fue T2 el tratamiento que mostr6 la tendencia mas
pronunciada a aumentar ambos indicadores.

Estos resultados se encuentran dentro de los parametros esperados ya que la presencia de
microorganismos benéficos alrededor de la raiz establece y acelera procesos bioquimicos
que influyen sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas [36]. Con respecto, al culantro
la literatura referencia que al aumentar los microorganismos existe mayor desarrollo de
raices laterales y secundarias [37], por lo cual a la hora de realizar la metodologia de las

pruebas es dificil de cuantificar el material perdido tanto en extraccién como en lavado de

las raices.
3000
2500 Tiempo de
incubacién
2000
AT1
§ 1500
mT2
1000 >T3
500 m Control
O .................

Longitud total de raices de culantro Longitud total de raices de espinaca

(F(4,12)=6,89; P<0,05) (F(4,12)=3,55; P=0,12)

Figura 15. Longitud total de las raices de culantro y espinaca para cada tratamiento
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Figura 16. Area total de las raices de culantro y espinaca para cada tratamiento
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(F(4,m)=U3,9; (F(4,112=108 (F(4,112)=108  (F(4,112)=80,
P<0,05) ,1; P<0,05) ,6; P<0,05) 04; P<0,05)

Figura 17. Ancho y largo de las hojas de culantro y espinaca para cada tratamiento tras la
cosecha.
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Por su parte, el ancho y el largo promedio de las hojas de culantro y espinaca mostraron
diferencias significativas muy obvias entre los diferentes tratamientos y los controles
(Figura 17). Con respecto a estos indicadores, T2 fue el tratamiento que presentd los
valores mas altos de crecimiento foliar mostrando hasta un 200 % de aumento en las hojas
de espinaca y un 150% en las hojas de culantro con respecto a los controles. A pesar de lo
anterior, para todos los tratamientos se observd un aumento de tamafio considerable con
respecto a los controles (ver Cuadro 4).

Cuadro 4. Aumento porcentual de la longitud y el ancho de las hojas con respecto a los
tratamientos control establecidos en el presente proyecto

Culantro Espinaca
# Ancho (%) Largo (%) Ancho (%) Largo (%)
T1 53,18 50,62 51,75 48,12
T2 180,49 179,43 256,44 214,03
T3 96,46 92,56 151,93 144,07

Estos comportamientos pueden verse relacionados a efectos positivos suelo/planta. Al
inducir los MM, el desarrollo poblacional fue mayor, acelerando la mineralizacién del suelo
y suministrando nutrientes suficientes en cantidad y calidad para aumentar el crecimiento
de las plantas, transformando y controlando estos materiales sin causar influencias
negativas en el proceso [15]. De manera analoga a este experimento, se presentaron
resultados parecidos en invernaderos de tomate [14], plantaciones de acelgas [15] vy
sistemas agroforestales [11].

La biomasa promedio del tallo y de la raiz (las dos secciones de la planta estudiadas) en los
dos tipos de plantas estudiados mostraron diferencias significativas entre tratamientos
(Figura 18). Para ambas plantas T2 fue el tratamiento que presentd los valores mas bajos de

biomasa, lo cual estuvo principalmente asociado con la mayor pedida de fluidos tras el
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proceso de secado. El peso seco promedio para ambas plantas mostr6 aumentos
considerables de hasta un 1000% para T2 en espinaca y hasta un 350% para T2 en culantro
con respecto a los controles respectivos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion del cambio porcentual en el peso seco promedio de ambas plantas
estudiadas con respecto al control respectivo.

Aumento en el peso seco

. Aumento en el peso seco promedio de
promedio de la planta de P P

# ) la planta de culantro
espinaca %)
(%)
T1 138,8 28,1
T2 1086,5 345,4
T3 186,2 194,3
45
Tiempo de
40 incubacién
T1
35
30 T2
o> T
F 20
0 Control
Q
15
10
5
0

Biomasa de laraiz Biomasa de la Biomasa de la raiz Biomasa de la
de espinaca tallo de espinaca de culantro tallo de culantro

(F(4,32)=3317; (F(432)=3317; (F(4,32)=2,73;  (F(4,32)=2,73;
P<0,05) P<0,05) P<0,05) P<0,05)

Figura 18. Biomasa determinada tras la cosecha para cada tratamiento seglin seccion
estudiada de la planta.
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La implicacion de lo anterior, es que T2 fue el tratamiento que tuvo el impacto méas grande
sobre el desarrollo de las plantas al favorecer un aumento en el peso seco total y en la
cantidad de agua en las plantas. En el caso de la biomasa de la planta, es valor tiende a
aumentar al incrementar la presencia de bacterias, hongos y actinobacterias, estas ultimos
son las principales responsables del referido ciclaje de nutrientes en el suelo [38], los cuales
son utilizados de manera directa en el desarrollo de la planta siendo un recurso clave a
nivel de biotecnologia agricola [39], un caso concreto fue en los invernaderos de tomate-
soya los cuales presentaron un aumento en la produccién de biomasa ( 64% en soya, 179%
en tomate) [14].

Después de estudiar los resultados individuales mostrados hasta ahora, al utilizar técnicas
multivariadas de analisis se logré determinar el peso de interaccién entre las diferentes
variables estudiadas. A partir de un andlisis de componentes principales (PCA) se encontrd
que la incidencia de actinobacterias fue el principal determinante en la direccién y
magnitud de los cambios con respecto a los controles. Este comportamiento es debidamente
fundamentado ya que las actinobacterias poseen un amplio margen de beneficios entre los
cuales se encuentran el mejoramiento de la estructura del suelo, la promocién del
crecimiento vegetal y por ultimo la produccién de compuestos bioactivos con actividad
antagonista contra microorganismos patégenos, siendo estos los principales productores de
antibidticos [39]. Este comportamiento fue un pardmetro que se observé en la
experimentacion al mismo tiempo que se registré la disminucion en la presencia de plagas.
Por ejemplo, el gusano cortador de hojas, el cual se presentd en las plantas experimentales,
no llegd en los primeros 45 dias, lo cual conlleva ademéas una potencial disminucion en el

uso regular de plaguicidas [17], logrando aportes al ambiente y la economia agricola [40].
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De forma similar, la retencion de agua y el porcentaje de arcillas fueron factores
determinantes en este analisis, estos dos parametros son fundamentales en el desarrollo de
la planta al generar sostén y alimento. Debido a que estos son ademas un medio
fundamental para la reproduccion y crecimiento de actinobacterias [41], se observa que el
sistema en general se vio beneficiado con los MM. Los tres factores (incidencia de
actinobacterias, retencion de agua y porcentaje de arcillas) acumularon alrededor de un
99% de la variacion total del set de datos completo obtenido en el estudio.

La cantidad de carbono organico mostr6 una relacion positiva fuerte con el area de las hojas
para ambos tipos de planta (R = 0.998 para culantro y 0.991 para espinaca; Figura 19). Lo
anterior también se observé cuando se hizo la relacion entre el carbono orgénico y la

biomasa (R = 0.98 para culantro y 0.96 para espinaca, Figura 20).

Carbono Organico (20)

Carbono organico vs Area de hoja de culantro

A Carbono organico vs Area de hoja de espinaca

—Regresion lineal area de hoja de espinaca

Regresion lineal area de hoja de culantro

Figura 19. Comportamiento del carbono orgéanico vs area de las hojas.
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Carbono Orgéanico (%)

A Carbono organico vs Biomasa de culantro
A Carbono organico vs Biomasa de espinaca
---------------------- Regresion lineal biomasa espinaca

— - Regresion lineal biomasa culantro

Figura 20. Comportamiento del carbono organico vs biomasa de las hojas.

Estas relaciones positivas con el carbono organico se deben a que la materia organica del
suelo proporciona coloides de alta capacidad de intercambio catiénico (Ca§++, Mgijr, Kijr,
Na+, H+) [42], favoreciendo el crecimiento las plantas [43]. Todas estas relaciones positivas
fueron permitidas debido al aumento de la actividad microbiana en el suelo generada por

los MM.

35



Tanto la incidencia de actinobacterias, medida en unidades formadoras de colonias (UFC)
por gramo de suelo, como la respiracion del suelo mostraron una serie de correlaciones
positivas con el tamafio de hojas y la biomasa de las plantas estudiadas (ver Cuadro 6).

Esto no es sorprendente dado el hecho de que la actividad microbiana en el suelo tiene un
efecto directo sobre las plantas (documentado a lo largo de este trabajo). Sin embargo, estos
resultados proveen apoyo a esta extensa documentacion del fendmeno antes explicado y

ayudan a determinar los pasos futuros de este tipo de investigaciones en el pais.

Cuadro 6. Comportamiento de correlaciones positivas entre diferentes pardmetros de

estudio.
Correlacién Coeficiente de Ecuacion de ajuste lineal
correlacion
R2
Actinobacterias Vs Tamafo hojas culantro 0,928 HC = 12,83*Ac - 46,99
Actinobacterias Vs Tamafio hojas espinaca 0,886 HE =29,41*Ac - 113,09
Actinobacterias Vs Biomasa hojas culantro 0,920 BC=0,049*Ac - 0,211
Actinobacterias Vs Biomasa hojas espinaca 0,996 BE=0,37*Ac - 1,75
Respiracion de suelos Vs Tamafio de hojas 0,964 HC=0,044*RS - 0,21
de culantro
Respiracion de suelos Vs Tamafio de hojas 0,986 HE=0,11*RS - 9,39
de espinaca
Respiracion de suelos Vs Biomasa de hojas 0,894 BE=0,0011*RS - 0,32
de espinaca
Hongos Vs Biomasa de hojas de espinaca 0,804 BE=0,47*Ho - 1,45
Hongos Vs Biomasa de hojas de culantro 0,840 BC=0,071*Ho - 0,20
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Conclusiones

- Se puede concluir con las pruebas realizadas que los MM aumentan la complejidad
del sistema agricola de una manera eficiente, alcanzando mejoras en cantidad y
calidad de produccidn.

- La mezcla de escenarios aerdbicos y anaerébicos fue exitosa en las proporciones
usadas por lo que se reafirma que el protocolo utilizado funciona de forma correcta.

- Se establecio que el periodo de incubacion idoneo para los indculos es de 15 dias
(T2) debido a que fue cuando se presentaron las mejores condiciones suelo/planta.

- Se observo un aumento en las colonias microbioldgicas del suelo en todos los
tratamientos, lo cual generd un aporte nutricional extra y permitié definir los
parametros de biofertilizacion favorables, que a su vez fueron los promotores de
crecimiento de plantas.

- Los MM impactaron fuertemente las variables evaluadas, lo cual permito aumentar
la biomasa y tamafio de hojas en ambos tipos de plantas. Lo anterior tiene un
potencial grande de repercutir en la economia de una posible industria agricola.

- Se observd que los dos tipos de plantas presentaron una relacion favorable con los
MM provistos por la biodiversidad de bosques nativos de la zona, lo cual ha
permitido una incorporacién exitosa de los elementos naturales en la produccidn
agricola.

- Se puede definir que el suelo fue impactado en la parte bioldgica y quimica no asi
en la fisico-estructural, lo cual es atribuido en este estudio a los periodos de ciclo
corto de las plantas con los que no fue posible cuantificar los cambios fisicos, pero

si los de nutrientes y crecimiento microbiano.
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- Se comprob6d que las actinobacterias, hongos y bacterias son componentes
fundamentales para efectos de biofertilizacién de suelos generando estructura y
nutrientes. El potencial de estos datos es que pueden permitir eliminar tiempos de
recuperacion de suelos, esto debido a que al terminar la produccién los suelos se
encuentran en adecuadas condiciones para su uso.

- Se observo que al aplicar los MM al suelo se generé algin tipo de agente
antipatdgeno que evita la presencia de plagas, esto Gltimo tiene un potencial de
generar un aporte econdémico en la industria agricola, evitando el excesivo uso de

guimicos que a su vez perjudican al cambio climatico.

- Se observaron correlaciones positivas entre diversos componentes, generando areas
de investigacion para lograr comprender de una mejor manera estas nuevas técnicas,
las técnicas proactivas con el ambiente son una necesidad de cambio en la

actualidad, lo cual permite abrir nuevas areas laborales para el sector agricola.

7. Recomendaciones

- Se recomienda la integracion de estas tecnologias en procesos de desarrollo rural
para mejorar la biofertilizacion y la productividad, estas técnicas permiten disminuir
la carga de fertilizantes ayudando en la problemética del cambio climético.

- En la etapa de reproduccion de los MM es recomendable tomar en cuenta la visita
de insectos y animales que puedan interferir con los procesos de reproduccién
microbiana que se llevan a cabo.

- Se recomienda la realizacién de pruebas fitopatologicas para lograr explicar la

mejora en el control de plagas.
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- En la etapa de preparacion es preferible utilizar un porcentaje méas alto de semolina
por la facilidad que tienen los microorganismos de consumirla. En el caso del uso
de fertirriego se aconseja realizar méas secciones para mejorar la eficiencia del

sistema.
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