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RESUMEN.

La investigacion se realizo en el Laboratorio basico de Microbiologia del Centro
Tecnologico Magquita propiedad de la Fundacion Maquita Comercializando como Hermanos
(MCCH), tuvo como objetivo, evaluar el aislamiento y la caracterizacion de los
Microorganismos Eficientes (EM) solubilizadores de fosforo y nitrogeno presentes en el
suelo del Bosque Himedo Jauneche. Se utilizé medios de cultivo selectivos, ASHBY para
determinar la capacidad solubilizadora de fosforo (CSF) y PIKOVSKAY A para determinar
la capacidad fijadora de nitrogeno (CFN); caracteristicas macro y microscopicas para
establecer bajo estas caracteristicas los posibles géneros. Se aislaron del area del bosque y
de una zona con cafia guadua. Para valorar la eficiencia de los microorganismos aislados se
realizé Bioles constituyendo los siguientes tratamientos: T1: Biol con microorganismos de
montafia; T2: Biol con microorganismos eficientes aislados; T3: Biol con microrganismos
aislados pre-fermentados; T4: Biol con microorganismos eficientes + levadura. Se aplicé un
Disefio Completamente al Azar con cuatro repeticiones, los biodigestores se constituyeron
de depositos herméticos de 12 litros de capacidad. Se analizé las caracteristicas fisico-
quimicas y quimicas de los Bioles. Se aislaron ocho microorganismos con capacidad fijadora
de nitrogeno y solubilizadora de fésforo en igual proporcion, las caracteristicas de mayor
frecuencia fue colonias secas de forma irregular, ademas, formas filamentosas y conidiéforos
que permitieron identificar posibles cepas de Streptomyces sp., Penicillium sp., Nocardia y
Aspergillus sp. EI Biol con microorganismos de montafia (T1) present6é el mayor aumento
de temperatura y la mayor reduccién del pH, mientras el valor méas alto en la conductividad
eléctrica y salinidad se obtuvo del Biol pre-fermentado (T3). El Biol pre-fermentado (T3)
presentd los valores mas elevados de nitrdgeno; fosforo; potasio; calcio; magnesio; boro;
zinc; hierro y manganeso, el Biol con microorganismos eficientes (T2) mostro el mayor

contenido de cobre.

Palabras claves: Microorganismos Eficientes, Capacidad Solubilizadora de Fosforo,

Capacidad Fijadora de Nitrogeno, Biol.
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ABSTRACT.

The investigation was carried out in the basic Laboratory of Microbiology of the Center
Technological Bruise property of the Foundation Bruise Marketing as Siblings (MCCH), had
as objective, to evaluate the isolation and the characterization of the Microorganisms
Efficient (EM) phosphate solubilizing and nitrogen present in the floor of the Humid Forest
Jauneche. It was used selective cultivation means, ASHBY to determine the capacity
phosphate solubilizing (CSF) and PIKOVSKAYA to determine the capacity nitrogen
fixating (CFN) and characteristic macro and microscopic to settle down | lower these
characteristics the possible goods. They were isolated of the area of the forest and of an area
with cane guadua. To value the efficiency of the isolated microorganisms Bioles was carried
out constituting the following treatments: T1: Biol with mountain microorganisms; T2: Biol
with efficient isolated microorganisms; T3: Biol with isolated pre-fermented
microorganisms; T4: Biol with efficient microorganisms + yeast. A Design was applied
Totally at random with four repetitions, the biodigestor was constituted of hermetic deposits
of 12 liters of capacity. It was analyzed the physical-chemical and chemical characteristics
of Bioles. Eight microorganisms were isolated with capacity nitrogen fixating and phosphate
solubilizing in same proportion, the characteristics of more frequency were dry colonies in
an irregular way, also, you form filamentous and conidi6foros that allowed to identify
possible stumps of Streptomyces sp, Penicillium sp., Nocardia and Aspergillus sp. Biol with
mountain (T1) microorganisms presented the biggest increase of temperature and the biggest
reduction in the pH, while the highest value in the electric conductivity and salinity was
obtained of pre-fermented (T3) Biol. Pre-fermented (T3) Biol presented the highest values
in nitrogen; match; potassium; calcium; magnesium; boron; zinc; iron and manganese, Biol

with efficient (T2) microorganisms showed the biggest copper content.

Key words: Efficient Microorganisms, Capacity phosphate solubilizing, Capacity Nitrogen

Fixating, Biol.
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Resumen

Resumen.- se evalu6 el aislamiento y la caracterizacion de los
Microorganismos Eficientes (EM) solubilizadores de fosforo y nitrégeno
presentes en el suelo del Bosque Humedo Jauneche. Se utilizd6 medios de
cultivo selectivos, ASHBY para determinar la capacidad solubilizadora de
fosforo (CSF) y PIKOVSKAYA para determinar la capacidad fijadora de
nitrogeno (CFN) y caracteristicas macro y microscdpicas para establecer bajo
estas caracteristicas los posibles géneros. Se aislaron del area del bosque y de
una zona con cafia guadua. Para valorar la eficiencia de los microorganismos
aislados se realiz6 Bioles constituyendo los siguientes tratamientos: T1: Biol
con microorganismos de montafia; T2: Biol con microorganismos eficientes
aislados; T3: Biol con microrganismos aislados pre-fermentados; T4: Biol con
microorganismos eficientes + levadura. Se aplico un Disefio Completamente al
Azar con cuatro repeticiones, los biodigestores se constituyeron de depositos
herméticos de 12 litros de capacidad. Se analizé las caracteristicas fisico-
quimicas y quimicas de los Bioles. Se aislaron ocho microorganismos con
capacidad fijadora de nitrodgeno y solubilizadora de fosforo en igual proporcion,
las caracteristicas de mayor frecuencia fue colonias secas de forma irregular,
ademés, formas filamentosas y conididforos que permitieron identificar
posibles cepas de Streptomyces sp., Penicillium sp., Nocardia y Aspergillus sp.
El Biol con microorganismos de montafia (T1) present6 el mayor aumento de
temperatura y la mayor reduccién del pH, mientras el valor mas alto en la
conductividad eléctrica y salinidad se obtuvo del Biol pre-fermentado (T3). El
Biol pre-fermentado (T3) presento los valores mas elevados de nitrogeno;
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fésforo; potasio; calcio; magnesio; boro; zinc; hierro y manganeso, el Biol con

microorganismos eficientes (T2) mostré el mayor contenido de cobre.

Abstract. - To evaluate the isolation and the characterization of the
Microorganisms Efficient (EM) phosphate solubilizing and nitrogen
present in the floor of the Humid Forest Jauneche. It was used selective
cultivation means, ASHBY to determine the capacity phosphate
solubilizing (CSF) and PIKOVSKAY A to determine the capacity nitrogen
fixating (CFN) and characteristic macro and microscopic to settle down |
lower these characteristics the possible goods. They were isolated of the
area of the forest and of an area with cane guadua. To value the efficiency
of the isolated microorganisms Bioles was carried out constituting the
following treatments: T1: Biol with mountain microorganisms; T2: Biol
with efficient isolated microorganisms; T3: Biol with isolated pre-
fermented microorganisms; T4: Biol with efficient microorganisms +
yeast. A Design was applied Totally at random with four repetitions, the
biodigestor was constituted of hermetic deposits of 12 liters of capacity. It
was analyzed the physical-chemical and chemical characteristics of Bioles.
Eight microorganisms were isolated with capacity nitrogen fixating and
phosphate solubilizing in same proportion, the characteristics of more
frequency were dry colonies in an irregular way, also, you form
filamentous and conidioforos that allowed to identify possible stumps of
Streptomyces sp, Penicillium sp., Nocardia and Aspergillus sp. Biol with
mountain (T1) microorganisms presented the biggest increase of
temperature and the biggest reduction in the pH, while the highest value
in the electric conductivity and salinity was obtained of pre-fermented (T3)
Biol. Pre-fermented (T3) Biol presented the highest values in nitrogen;
match; potassium; calcium; magnesium; boron; zinc; iron and manganese,

Biol with efficient (T2) microorganisms showed the biggest copper content.
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INTRODUCCION.

Preservar el ambiente y el cuidado de los caudales productivos son prioridades
fundamentales para llevar a cabo la agricultura sostenible, desde este punto de vista
considerando el deterioro ambiental que causa el uso indiscriminado de fertilizantes
sintéticos, surge interés de utilizar técnicas establecidas para la aplicacion de

microorganismos para la elaboracion de biofertilizantes.

Como una alternativa a los fertilizantes quimicos esta la posibilidad de utilizar bacterias del
suelo, que como parte de su metabolismo incrementan la fertilidad y benefician a las plantas, por
lo que se les ha denominado promotoras del crecimiento de las plantas (PGPRs). Entre sus
actividades estan la fijacion del nitrogeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de hormonas,
antibidticos y otros compuestos de importancia para el desarrollo de los cultivos (1).

En general, los microorganismos desarrollan en el suelo actividades relacionadas con
procesos de descomposicion, mineralizacion de complejos organicos y translocacion de
bioproductos y elementos minerales que conllevan al desplazamiento de nutrientes en el
ecosistema suelo-planta. Dentro de la gran diversidad de microorganismos presentes en el
suelo Ilaman la atencién los que se encuentran vinculados con la estimulacion de los ciclos
biogeoquimicos de los nutrientes, ya que a través de estos se genera la movilizacién de
elementos como carbono, nitrégeno, oxigeno, hidroégeno, calcio, sodio, azufre, fosforo y

potasio entre los seres vivos y la atmoésfera o la biomasa (2).

Los microorganismos son los componentes mas importantes del suelo. Constituyen su parte
viva y son los responsables de la dinamica de transformacion y desarrollo. La diversidad de
microorganismos que se encuentran en una fraccion de suelo cumple funciones
determinantes en la transformacion de los componentes organicos e inorganicos que se le
incorporan. Esto permite comprender su importancia en la nutricion de las plantas al efectuar
procesos de transformacion hasta elementos que pueden ser asimilados por sus raices. La

humificacion de la materia organica es un proceso netamente microbiologico (3).

El nitrogeno molecular (N2) que existe en la atmdsfera no es facilmente asimilable por los
vegetales debido a que el triple enlace que une los a&tomos que forman la molécula es dificil de
romper; la Unica forma de aprovechar el nitrdgeno atmosférico es mediante el proceso
metabolico conocido como Fijacion Bioldgica de Nitrégeno (FBN), el cual asegura la
disponibilidad de nitrégeno en los ecosistemas naturales (Zuberer, 1998 citado por Lara et al.,
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(4)) por otro lado el Fésforo (P) es abundante en los suelos tanto en formas inorganicas y
orgénicas. El bajo nivel de disponibilidad de P es debido a la alta reactividad de P soluble
con Ca, Fe (5).

En la actualidad la fijacion biologica de micro y macro nutrientes tiene mayor relevancia, en
el contexto de agricultura sostenible, evitando asi la utilizacion de insumos quimicos
contribuyendo al mejoramiento del suelo, de alli se hace necesario realizar investigaciones
con ideas relacionadas a la conservacion de los ecosistemas con el uso de biofertilizantes
que han tomado significancia desarrollandose asi investigaciones de Microorganismos de
funciones eficientes para la obtencidn de biofertilizantes. La propuesta hace parte de un
proyecto de investigacion en el area de Microbiologia del Suelo con gran connotacion en
agroecologia microbiana del Centro de Tecnologia Maquita de la Fundacion MCCH
(Maquita Comercializando Como Hermanos). El trabajo investigativo estuvo enmarcado en
realizar el aislamiento y caracterizacion de Microorganismos Eficientes solubilizadores de
fosforo y nitrogeno presentes en el suelo del Bosque Hiumedo Jauneche y la evaluacion del
efecto en las caracteristicas fisico-quimicas y quimicas del fertilizante organico liquido Biol

enriquecido con los microorganismos aislados.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

El suelo agricola cultivado en el mundo, ha sido degradado por el mal manejo de las practicas
agropecuarias (6). La utilizacion de fertilizantes quimicos de fuente mineral, con poca
eficiencia en el suelo, provoca un incremento en los costos de produccion debido a su alto
precio y a las altas dosis para alcanzar los requerimientos de los cultivos. Ademaés del

impacto en el ambiente por los activos insolubles que afectan los suelos (7).

El nitrogeno y el fosforo son los principales nutrientes que limitan el crecimiento de plantas.
El nitrégeno es un elemento requerido en grandes cantidades por los cultivos, sin embargo, en
el suelo es uno de los elementos mas limitantes ya que se encuentra en formas poco disponibles
para las plantas (8). La forma soluble de fosforo presente en los fertilizantes puede ser
precipitado después de la aplicacion y convertirse en formas insolubles, y no disponibles
para las plantas (9) estos elementos considerados como los mas importantes en el crecimiento
y desarrollo de las plantas debe ser incorporados a traves de la fertilizacion quimica o por medio

de la fijacion bioldgica y solubilizacién llevada a cabo por microorganismos.

Estas bacterias y otros microorganismos usados en la fertilizacion de los suelos agricolas
constituyen los biofertilizantes y existen ya algunos que son comercializados; sin embargo,
algunas veces no son efectivos debido a que proceden de condiciones edafoclimaticas totalmente
diferentes, por lo que se prefiere el uso de microorganismos propios de los suelos donde van a
ser utilizados, adaptados a las condiciones ecologicas y que puedan ser utilizados, compitiendo

exitosamente con la biota nativa (1).



1.1.2. Formulacion del problema.

¢Se ha logrado aislar y la caracterizar los Microorganismos Eficientes solubilizadores de

fosforo y nitrégeno presentes en el suelo del Bosque Humedo Jauneche?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

e (Se han aislado y caracterizado microorganismos solubilizadores de Nitrégeno y
Fdésforo, haciendo uso de técnicas de medio de cultivo selectivo y segun los criterios

morfologicos macro y microscopicos?

e ;Cuales son las caracteristicas fisico-quimicas de pH, temperatura, conductividad

eléctrica y salinidad de Biol enriquecido con Microorganismos Eficientes aislados?

e (Qué aporte nutricional tienen los Microorganismos Eficientes aplicados en la
elaboracion de Biol?

1.2. Objetivos.

1.3.1. Objetivo general.

Evaluar el aislamiento y la caracterizacion de los microorganismos Eficientes

solubilizadores de fosforo y nitrégeno presentes en el suelo del Bosque Himedo Jauneche.

1.3.2. Objetivos especificos.

e Aislar y caracterizar los microorganismos solubilizadores de Nitrégeno y Fosforo,
haciendo uso de técnicas de medio de cultivo selectivo y siguiendo criterios

morfolégicos macro y microscépicos.

e Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de pH, temperatura, conductividad eléctrica

y salinidad de Biol enriquecido con los Microorganismos Eficientes aislados.

e Determinar el aporte nutricional de los Microorganismos Eficientes aplicados en la

elaboracion de Biol, mediante analisis quimico.



1.3. Justificacion.

La necesidad apremiante de estrategias sostenibles y de bajo impacto agricola en agricultura
requiere del desarrollo de preparados microbianos que mejoren la nutricién de las plantas. En
los Gltimos afios ha habido un interés creciente en los microorganismos benéficos del suelo, ya
que éstos pueden promover el crecimiento de las plantas y en algunos casos también evitar la
infeccion del tejido vegetal por patdgenos. Tales microorganismos pueden ser simbidticos o de
vida libre. Simbidticos se refieren a aquellos microorganismos que viven dentro de los tejidos,
mientras los de vida libe estan asociados a las particulas del suelo y generalmente se encuentran

en la zona de la rizosfera (10).

La aplicacion de técnicas de biotecnologia microbiana permiten que varios grupos de
microorganismos sean utilizados como alternativas validas en el proceso de mejoramiento
de suelos y fertilidad, como prueba de ello tenemos la utilizacién de microorganismos
capaces de solubilizar fosforo y nitrogeno en el suelo.

La importancia de los biofertilizantes radica en que son una opcion amigable para el suelo ya
que debido al uso excesivo de las tierras de cultivo, estas puedan presentar un desgaste, por lo
tanto se espera contribuir a mitigar el problema de contaminacion ambiental provocado por el

uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, mediante el uso de los biofertilizantes (6).

El uso de la técnica de captura de microorganismos de montafia es factible para ser utilizada por
los productores agropecuarios como manejo econémico y rentable de la produccion, y que
pueden ser utilizados como un sustituto parcial de la fertilizacion o de enmiendas (11).

El presente estudio tuvo como finalidad aislar y caracterizar microorganismos del suelo que
tengan la capacidad de solubilizar fosforo y nitrégeno mediante la produccion de &cidos
organicos. La posibilidad de encontrar alternativas validas mas limpias en la produccion
agricola, justifica ampliamente la ejecucion de estudios como el presente. Ya que no
solamente se obtendran productos de mejor calidad, sino que también se cuidara el ambiente,

al disminuir el uso excesivo de fertilizantes sintéticos.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco tedrico.

2.1.1. El Bosque Hamedo.

Este ecosistema es famoso por su exuberancia y por poseer una de las mayores diversidades
de plantas y animales en el mundo. La vegetacion se encuentra muy desarrollada y puede ser
dividida en muchos estratos dependiendo su altura (suelo, sotobosque, dosel, arboles
emergentes.) EI dosel normalmente esta formado por arboles altos, de 25 a 35 m de altura;
los arboles emergentes gigantes superan los 50 m de altura. La perpetua humedad y el calor
favorecen un répido reciclaje de los nutrientes: hongos microorganismos e insectos
descomponen con rapidez los materiales y los vuelven a integrar a la cadena de nutrientes
que toman las plantas. También hay hongos, conocidos como micorrizas, que viven

asociadas a las raices de muchos arboles aumentando la superficie de absorcion (12).

En los bosques los microorganismos que llevan a cabo este proceso (fijacion de nitrogeno)
representan aproximadamente el 5% de la poblacion bacteriana total y se encuentran en la
superficie de varios 6rganos de los arboles, tejidos radiculares y foliares, suelo y tubérculos de

ectomicorrizas (13).

2.1.1.1.  Situacidon del Bosque Humedo ecuatoriano.

Los bosques himedos tropicales de la costa del Ecuador forman parte de la ecorregion del
Chocd, que compartimos con Colombia y que constituye uno de los 25 puntos calientes o
hotspots del mundo (areas que en conjunto contribuyen con el 75% de la biodiversidad del
planeta y en las que se deberia concentrar gran parte de los esfuerzos de conservacion. La
extraordinaria biodiversidad de esta regidn y su importancia en términos ecoldgicos, se ve
contrastada con el poco conocimiento que se tiene aun de ellay con la acelerada destruccion

de la que es objeto (14).

2.1.1.2. Bosque Humedo “Jauneche”.

Es un area protegida que tiene una extension de 139.8 hectareas. Se encuentra en la Zona
biocliméatica Region humeda tropical segun Holdridge, en la Zona de vida del Bosque
tropical himedo. Los tipos de bosque y vegetacion que se pueden apreciar son: Bosque
maduro no intervenido: arboles, arbustos, herbaceas, epifitas, lianas y helechos. Bosque

inundado y pantano estacional: Vegetacion limosa - herbaceas, trepadoras, sumergidas y



flotantes. Bosque disturbado: Malezas arbdreas y herbaceas - arboles, arbustos, herbaceas y
epifitas. Posee una biodiversidad caracteristica de un bosque tropical himedo primario. En
Jauneche el paisaje que presenta es estrecho y homogéneo. Se compone de la repeticion de
diversas especies de flora que obstruyen el campo visual, pues la densidad del bosque es

muy alta. (15).

La Reserva “Jauneche” alberga una combinacion de especies endémicas del Choco y de
Tumbes. Existen algo mas de 160 especies, entre las que se incluyen poblaciones de especies
amenazadas de rango restringido, como Lathrotriccus griseipectus y Onychorhynchus
occidentalis. La flora de esta Reserva fue caracterizada por Dodson et al., (16), aln existen
dos especies de primates en la Reserva, Alouatta palliata y Cebus capucinus. También se
encuentran dos especies de ardillas, incluyendo Sciurus stramineus, endémica tumbesina.
Existen dos especies de venados, Odocoileus virginianus y Mazama americana (DD),
algunos roedores, marsupiales grandes y felinos como Leopardus pardalisy L. wiedii.

Especies mas grandes como Puma concolor y Panthera onca se han extinguido.

2.1.2. Los microorganismos simbidticos y de vida libre del suelo.

En un suelo fértil existe una gran diversidad de microorganismos. Las bacterias exceden la
poblacién de todos los grupos de microorganismo y los hongos que prevalecen cerca de la
superficie en una condicion aerdbica son descomponedores y mejoran la estructura fisica

mediante la acumulacion de sus micelios (17).

El suelo es un recurso viviente y dinamico que condiciona la produccion de alimentos. Su
calidad tiene un papel fundamental en el mantenimiento del balance entre produccién y
consumo de didxido de carbono en la biosfera. El suelo no sélo es la base para la agricultura,
sino que de él depende toda la vida del planeta. La mayor parte de las etapas de los ciclos

biogeoquimicos tienen lugar en él Paul y Clark (1996) citados por Garcia (18).

La biomasa microbiana en la rizosfera es hasta 10 veces mayor que la del suelo; estos
microorganismos transforman la materia organica en humus, que es el carbono mas estable.
La biomasa de la raiz es muy superior en presencia de simbiontes (hongos ectomicorrizicos
y micorrizico-arbusculares, bacterias fijadoras de nitrégeno); estos hongos en la raiz de las

plantas son fundamentales para la biodiversidad y el ecosistema (19).



Las bacterias enddfitas de las plantas son aquellas que se encuentran en los tejidos en
diferentes concentraciones, pero no provocan una actividad patdgena sobre esta (9),
establecen asociacidn simbiotica y producen grandes beneficios para las plantas. Cumplen
una gran diversidad de funciones como promotoras de crecimiento vegetal, control bioldgico
sobre una diversidad de fitopatdgenos, mejoran la eficiencia de los procesos de

fitoremediacion de compuesto tdxicos en la rizésfera (20).

Mientras los microorganismos de vida libre estan en el suelo. La actividad y eficiencia de
los microorganismos de vida libre (no simbidtica) con capacidad de fijar nitrégeno han
demostrado un extraordinario potencial para la explotacion agricola (4).

2.1.2.1.  Los microorganismosy su funcion.

Las poblaciones microbianas y sus interacciones son componentes clave en el sistema
continuo suelo-planta, afectando al desarrollo de los cultivos. La fijacion biologica del
nitrdgeno atmosférico por bacterias diazotroficas, es el segundo proceso mas importante
después de la fotosintesis que se realiza en la naturaleza (Silvia et al., 1998 citados por Pérez
etal., (9)).

Las ventajas nutricionales que obtiene cada integrante de una asociacion micorrizica explica,
en parte, el éxito de tal interrelacion. Algunos hongos micorrizicos pueden producir auxinas
0 sea hormonas que estimulan el crecimiento de los vegetales, y otros producen antibiéticos.
Esto ayuda a regular el microambiente alrededor de las raices y contribuye a prevenir la
infeccion de las plantas (21).

En las dos Gltimas décadas se ha relevado la existencia de asociaciones de bacterias fijadoras
de nitrégeno, con gramineas forrajeras tropicales y cereales dentro de las caracteristicas mas
importantes esta la interaccion entre la disimilacion y asimilacion de nitratos y la fijacion de
nitrégenos cuya manipulacion debe representar la clave para complementar la fijacion con

abonos minerales (22).

Ademas, la biomasa de la raiz es mucho mayor en presencia de microorganismos simbiontes
(hongos ectomicorrizicos, micorrizico-arbusculares, fijadores de nitrégeno) los que, ademas
de proveerles nutrientes y agua, tienen impactos no nutricionales sobre las plantas, como
capacidad para excluir iones tdxicos, influencia sobre la fotosintesis y actividad hidraulica

de la planta y control de patégenos (19).
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Los microorganismos diazétrofos (fijadores de nitrégeno), organismos de vida libre capaces
de fijar nitrdgeno, descritos desde el siglo pasado, han sido objeto no solo de estudio en
microbiologia de suelos, sino también en el desarrollo de productos bioldgicos comerciales
(23).

Para el caso de la cafia de azlcar se ha demostrado la importancia que tiene la bacteria
endofita Azoarcus sp., dado que suple en un 70% las necesidades de nitrégeno a través de la

fijacion bioldgica de nitrégeno (9).

El potasio es uno de los minerales con requerimientos mas altos en la nutricién vegetal, y a
pesar de que el suelo presente cantidades suficientes para satisfacer las necesidades de los
cultivos, este mineral debe ser suministrado en fertilizantes, debido a que las formas de
potasio presentes en mayor cantidad en la solucion del suelo, no son asimilables por las
plantas. Sin embargo ciertos microorganismos son capaces de solubilizar el potasio del suelo
posibilitando a las plantas la asimilacion de este mineral (24).

Cepas de Bacillus sphaericus y Bacillus firmus, son reconocidos en la literatura en el

biocontrol de larvas de insectos y fitopatdgenos respectivamente (6).

En la germinacién de semillas se utilizan in6culos de microorganismos fijadores de
nitrégeno, un ejemplo es la inoculacion de café (Coffea canephora) en vivero, ya que
favorece el crecimiento de las plantulas (altura de planta, diametro de tallo y numero de
hojas) (25). Este efecto también fue observado por Escobar et al., (1) en tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), disminuyendo el nimero de dias a la floracion e
incrementando la altura, volumen radicular, materia seca total, aérea y radicular. En cacao
Arglello y Moreno (26) indican que las partes mas desarrolladas de las plantas inoculadas
en su estudio fueron la longitud del tallo, la raiz y la lamina foliar; ademéas de una mayor
concentracion de nitrogeno en el tejido vegetal en condiciones de campo. En el caso de
gramineas de interés comercial como el arroz (Oryza sativa L.), Hernandez et al., (27)
indican que estos microorganismos liberan metabolitos en la rizosfera que disminuyen la
concentracion de Pyricularia oryzae Sacc. y la severidad de la enfermedad, lo que trae
consigo reducciones en la aplicacion de productos quimicos y menor incidencia de la
piriculariosis 0 quemazon del arroz. En especies forestales la inoculacion con bacterias
fijadoras de nitrogeno estimuld el crecimiento longitudinal y la nutricién nitrogenada de Pino
(Pinus patula) (13).
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Las bacterias fijadoras de N atmosférico hidrocarbonoclastas son capaces de fijar N
atmosférico en suelos contaminados con queroseno, por lo que se sugiere incorporar a este

grupo microbiano en los suelos afectados por este hidrocarburo (28).

Respecto a esta problematica Pérez et al., (29), indican que la formacion de micelas por la
interaccion de biosurfactantes con compuestos hidrofébicos como los hidrocarburos
favorece los procesos de biorremediacion en sitios contaminados con este tipo de
compuestos porque mejoran la disponibilidad de los hidrocarburos hacia los
microorganismos y las plantas para absorberlos, transformarlos y/o degradar estos

contaminantes organicos.

Las poblaciones de bacterias fijadoras de N atmosférico y bacterias fijadoras de N
atmosférico hidrocarbonoclastas son mayores en la zona rizosférica que en el suelo sin
planta. Esto indica que, en suelos contaminados por queroseno, es importante incorporar

plantas al sistema para estimular a mayores poblaciones en el sitio afectado (28).

La correlacion entre estos grupos funcionales es evidente y muy importante en el
mantenimiento del ciclo del nitrégeno y la fertilidad del suelo. Cualquier factor que altera
las poblaciones de estos grupos tendra una respuesta inmediata en el crecimiento de las
plantas (30).

Por tal motivo es evidente la necesidad de reintroducir los microorganismos del suelo como
parte de programas de recuperacion de suelos y/o revegetacion de areas severamente
alteradas como los taludes de carreteras, derechos de via de gasoductos y oleoductos, areas

expuestas por actividad minera y otras (31).

2.1.2.2.  Grupos funcionales de los microorganismos del ciclo del nitrégeno.

Las plantas, los animales y los microorganismos requieren la mayoria de las formas de
nitrégeno para su incorporacion en la biomasa celular, pero la capacidad de fijar el nitrdgeno
atmosférico esta restringido a un nimero limitado de bacterias y asociaciones simbioticas
(30).

El nitrégeno, presente en los tejidos verdes de las plantas y en semillas, es considerado un
macronutriente junto con el fosforo y el potasio. Los suelos tienen cantidades de nitrogeno

muy superiores a las requeridas por los cultivos; sin embargo, casi todo este elemento se

12



encuentra en la materia organica y anualmente sélo se mineralizan 1 a 3 % del nitrégeno
total (Ardila, 2007 citado por Escobar et al., (1)).

La fijacion de nitrégeno puede ser puramente abidtica o bioldgica. Por la primera se forman
oxidos como consecuencia de la combustién de compuestos organicos, descargas eléctricas,
etc., que son arrastrados al suelo por la lluvia, o0 amonio por el proceso industrial Haber
Bosch. Por la segunda, la fijacién bioldgica de nitrogeno (FBN), proceso llevado a cabo por
organismos procarioticos, el N2 es reducido a amonio e incorporado a la biosfera. A pesar
de la abundancia de N2 en la atmodsfera (mas del 70 por ciento), no es aprovechable por las
plantas que se ven obligadas a utilizar las formas combinadas que se encuentran en el suelo

en cantidad insuficiente para soportar los cultivos intensivos (32).

La molécula de nitrégeno, N2, es bastante inerte. Para separar los atomos, de tal manera que
puedan combinarse con otros atomos, se necesita el suministro de grandes cantidades de
energia. Tres desempefian un papel importante. Uno de los procesos en la fijacion del
nitrégeno en la biosfera es el relampago, la energia enorme de un reldmpago rompe las
moléculas de nitrégeno y permite que se combinen con el oxigeno del aire. Los 6xidos de
nitrégeno formados se disuelven en el agua de lluvia y forman nitratos. En esta forma pueden
ser transportados a la tierra. La fijacion atmosférica del nitrégeno probablemente representa

un 5-8% del total (33). En la Figura 1, se muestra el ciclo del nitrégeno.

Figura 1. Ciclo del nitrégeno.
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Existen varios grupos funcionales en el ciclo del nitrgeno que se pueden utilizar como
bioindicadores de alteraciones en el suelo, los grupos a tener en cuenta son los fijadores
simbioticos o de vida libre (no simbioticos) de nitrégeno para las legumbres y plantas no
leguminosas, respectivamente, y otros que participan en el proceso de mineralizacion del
nitrégeno organico en el suelo tales como amonificadores de vida libre y protozoos, que
también tienen una funcion importante de la movilizacion y la mineralizacion de los
compuestos de nitrogeno (Figura 2). La fijacion bioldgica no simbidtica de nitrogeno se lleva
a cabo por algunas bacterias de vida libre géneros que estan asociadas con la rizosfera de la
planta. La asociacion simbiotica de microorganismos y leguminosas es el més eficaz en
términos de la cantidad de nitrégeno fijado. La cantidad de nitrégeno fijado por afio por estos

grupos de microorganismos es mucho mayor que la fijacion de vida libre (30).

Figura 2. Actividad de los grupos funcionales de microorganismos

en el ciclo del nitrogeno.
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2.1.2.2.1. Bacteriasy hongos fijadores de nitrégeno.

El Nitrégeno (N) es un elemento necesario en la composicion de proteinas, acidos nucleicos
y otros componentes celulares, siendo asi una molécula esencial para el crecimiento de todos
los organismos. En la atmosfera el N ocupa aproximadamente el 80%, existiendo en la
forma N=N; sin embargo, el N2, debido al triple enlace entre los dos 4&tomos de nitrogeno,
que hace a la molécula casi inerte, no puede ser aprovechado por la mayoria de las formas
vivientes, sino s6lo por un pequefio grupo de microorganismos altamente especializados,
que incluyen algas, bacterias y actinomicetes. Para ser utilizado en el crecimiento, este debe
ser primero reducido y luego “fijado” (combinado) en la forma de iones amonio (NH4*) o
nitrato (NOz") (Figura 1.) (34).

El proceso a traves del cual esos microorganismos reducen el nitrégeno hasta una forma
utilizable es conocido como Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN por sus siglas en
espafol). El proceso puede ser llevado a cabo por los microorganismos en vida libre o en
simbiosis con plantas, y el mismo no s6lo permite usar el nitrégeno atmosférico sino también
revertir o reducir la degradacion del suelo. Las bacterias fijadoras de nitrogeno que se
desarrollan de forma natural en el suelo, se conocen desde hace més de un siglo. Representan
un biofertilizante ecoldgico y se dividen en dos grandes grupos: Las simbidticas, especificas
de las leguminosas, como el Rhizobium, y las libres, que viven en el suelo y no necesitan la
planta para su reproduccion, como el Azotobacter y el Azospirillum, entre los més
importantes en agricultura (Allan y Graham, 2002; Parsons, 2004) citado por Figueroa (34).

Los microorganismos capaces de catalizar el rompimiento del triple enlace de nitrégeno y
activarlo para que se combine con otros elementos quimicos, como el hidrogeno o el
oxigeno, se les conoce con el nombre de fijadores de nitrogeno o diazotrofos. Dentro de las
bacterias de vida libre encontramos especies de Azospirillum, Clostridium, Enterobacter
Alcaligenes, Pseudomonas, Klebsiella, Bacillus. Numerosas investigaciones en el ambito
mundial demuestran las bondades la utilizacién de bacterias asimbidticas del género
Azotobacter sp. y Azospirillum sp. En lo que se refiere a la reduccion del periodo de tiempo
de germinacion en las semillas de tomate, aji y algodon, inoculadas con este microorganismo
probablemente por la induccion de la produccién de hormonas de crecimiento, incrementan

la respuesta a la fertilizacion quimica u organica (6).
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También existe asociacion entre bacterias fijadoras y plantas del tipo gramineas. En estos
casos la bacteria invade los espacios entre células de la raiz pero sin penetrar en las células
vegetales, por lo que no se trata de una simbiosis verdadera. Algunos cultivos que se pueden
beneficiar de este tipo de asociaciones son: Cafia de azlcar, Sorgo, Arroz y Trigo. Se conoce
que algunas especies de Azospirillum y Azotobacter penetran la corteza de la raiz y producen
fitohormonas como giberelinas, auxinas, citocininas, acido abscicico y fijan N2 (Lynch, 1990

citado por Rives et al., (35)).

Las bacterias diazotréficas nativas aisladas tienen una correlacion con la materia organica,
fosforo, el pH del suelo, tipo de riego y profundidad de la raiz, a su vez se observa una mayor

concentracion de materia organica a mayor profundidad del suelo (23).

Los fijadores de nitrogeno mas eficiente son cepas de Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Bradirhizobium y Azorhizobium (5). Los géneros Azotobacter sp y
Azospirillum sp, muestran una produccion considerada de amonio lo que indica una gran

capacidad de fijacion de nitrdgeno en ensayos in vitro (4).

Se ha determinado que la presencia del gen NifH codifica la enzima nitrogenasa responsable
de la fijacion de N2, por lo tanto en algunos estudios para determinar la actividad fijadora de
nitrégeno, se realiza una prueba de la presencia de este gen en los microorganismos aislados
(36).

2.1.2.3.  Grupos funcionales de los microorganismos del ciclo del fésforo.

El fésforo después del nitrogeno, es el nutriente inorganico mas requerido por plantas y
microorganismos y ademas en el suelo es el factor limitante del desarrollo vegetal, a pesar
de ser abundante tanto en formas inorgéanicas como organicas. El fésforo de vital importancia
para el desarrollo de los vegetales, se encuentra en el suelo como formas solubles en muy baja
concentracion, con valores comprendidos entre 5y 30 mg kg, debido a que el fésforo soluble
reacciona con calcio, hierro o aluminio que provocan su precipitacion, disminuyendo su
disponibilidad para las plantas (1). Por lo tanto se considera, que la solubilizacion de distintas
rocas fosfatadas y de otras fuentes de fosforo inorganico por los microorganismos del suelo
es una alternativa fundamental para incrementar la cantidad de nutriente disponible para las
plantas (37).

Los principales grupos funcionales del ciclo del fésforo son los hongos micorricicos y los

microorganismos de solubilizacion de fosfato inorganico. La interaccion entre estos dos
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grupos microbianos es fundamental para la nutricion de la mayoria de las plantas nativas y
también es de interés agronomico (30). El ciclo del fésforo se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Ciclo del fosforo.
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El grupo funcional solubilizante de fosfatos puede incluir hongos, actinomicetos y bacterias
que son capaces de fosfato inorganico solubilizante por la produccién y excrecion de acidos
organicos e inorganicos, de un grupo de enzimas fosfatasa y de didxido de carbono (CO2)

en la solucién de suelo de la rizosfera (30).

Andrade (30), explica que interaccion entre los solubilizadores de fosfato y las micorrizas
puede estimular la colonizacion de micorrizas y/o crecimiento de la planta mediante el
aumento de los niveles de fosforo (Figura 4). Esta relacion simbidtica entre las raices de las
plantas y los hongos micorriza mejora la adquisicion de nutrientes minerales, no solo de los
elementos especialmente inmdviles tales como P, Zn y Cu, sino también iones mas moviles
como S, Ca, K, Fe, Mg, Mn, CI, Bry N.
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Figura 4. Actividad de los grupos funcionales de

microorganismos en el ciclo del fésforo.
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Varios ejemplares de bacterias y hongos se han aislado y caracterizado por su capacidad para
solubilizar complejos de fosfato mineral. Aunque las bacterias P-solubilizantes superan en
namero a los hongos P-solubilizantes en el suelo, aislados fangicos en general, presentan
una mayor capacidad de solubilizacion de P que las bacterias, tanto en medios liquidos y
solidos (5).

Cepas de bacterias Fosfato solubilizantes como Enterobacter agglomerans y Azotobacter
chroococcum. Entre los géneros de hongos conocidos son Aspergillus; Penicillium;
Rhizoctonia y Cyathus. Si bien muchos géneros bacterianos presentan esta capacidad para
solubilizar fésforo inorganico, es de particular interés detectar esta habilidad en grupos que
tengan otras propiedades de promocion de crecimiento vegetal, como por ejemplo, capacidad

para fijar nitrogeno atmosférico (37).
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2.1.2.3.1. Bacteriasy hongos solubilizadores de fésforo.

Guzméan (7) menciona, que se establece dos tipos de bacterias que solubilizan el fosforo.
Unas lo hacen a partir de formas organicas y las otras de formas inorganicas. Bacillus
megaterium, Bacillus mesentericus y Pseudomonas putida solubilizan las formas organicas
del fosforo y las transforman a fosfatos asimilables por las plantas. Formas inorganicas son
solubilizadas por bacterias de los géneros Pseudomonas, Achromobacter, Micrococcus,
Aerobacter, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Rhizobium, y Serratia.

Estos microorganismos crecen en medios con fosfato tricalcico, apatita o materiales
insolubles similares como Unica fuente de fosfato y no solo asimilan el elemento sino que
solubilizan una gran proporcion del mismo, liberandolo en cantidades superiores a sus
demandas nutricionales. El principal mecanismo microbiol6gico por el cual los compuestos
fosfatados son movilizados es la disminucion del pH del medio por la liberacion de acidos

organicos (Alexander 1980; Nahas 1996; Kumar, et al. 2001 citados por Fernandez et al.,

(37)).

Se ha demostrado que muchos microorganismos del suelo como Hongos y Actinomicetos,
pueden solubilizar iones fosfatos (H2POs - , HPO4 2- , PO4 3-) a partir de fuentes de fosforo
organico e inorganico de escasa solubilidad. Para que los compuestos organicos del humus
o de la materia organica recién incorporada pueda ceder fésforo a la solucion del suelo y a
las plantas parece necesaria la accion hidroliticas de las fosfatasas Guerrero et al., (1996)
citados por Pérez et al., (38) Entre los hongos solubilizadores de fosfato se encuentran
Penicillium implicatum, Penicillium vitreo-viridae, Paecilomyces, Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Scopulariopsis, Moniliella, y Mortierella. Por otro lado, fosfatos
tricalcicos son trasformados por Trichoderma aureoviride, y Aspergillus aculeatus.
Finalmente, el fosfato de hierro es solubilizado por Aspergillus oryzae, Paecilomyces,

Gongronella butleri y Fusarium oxysporum (7).

Las Levaduras y Actinomicetos, cumplen funciones como Fijacion del nitrogeno y fosforo
atmosférico, descomposicion de desechos organicos y residuos, supresion de patogenos de
desarrollo del suelo, reciclaje e incremento de la disponibilidad de nutrientes para las plantas,
degradacion de tdxicos incluyendo pesticidas, produccién de antibidticos y otros
componentes bioactivos, produccion de moléculas organicas simples para el consumo de las
plantas, formacion de complejos de metales pesados para la toma limitada por las plantas,

solubilizacion de fuentes de nutrientes insolubles y a la produccién de polisacaridos para
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mejorar la agregacion del suelo FUNDASES, (2007) citado por Pérez (39) Levaduras del
género Saccharomyces y Rhodotorula son capaces de transformar fosforo orgénico. Dentro
de los actinomicetes, representantes del género Streptomyces han demostrado la produccion
de fosfatasas, principalmente durante los procesos de descomposicion de materia organica

Higuera, (2002) citado por Guzman (7).

2.1.3. Biofertilizantes.

Una alternativa para mejorar la fertilidad de los suelos pueden ser los Microorganismo
Eficientes, los mismos que son un cultivo microbiano mixto, de especies seleccionadas de
microorganismos benéficos, que inoculados al suelo contribuyen a restablecer el equilibrio
microbiano, muchas veces deteriorado por las malas practicas de manejo agronémico; estos
a su vez contribuyen a acelerar la descomposicion de los desechos orgénicos en el suelo, lo

cual incrementa también la disponibilidad de nutrientes para las plantas (40).

Por ejemplo el cultivo de arroz utiliza cantidades sustanciales de nitrdgeno, de la cantidad
total de nitrdgeno molecular fijada cada afio el 69.5% corresponde a la fijacion bioldgica y
el 15% es fijado por el hombre para convertirlo en fertilizantes. Para fijar los 40 millones de
toneladas de fertilizante que cada afio son arrojados a los campos se requiere un empleo
masivo de combustibles fosiles. El encarecimiento de estos combustibles asi como la
contaminacion ambiental que produce la aplicacion masiva de los fertilizantes nitrogenados

hace su uso cada vez mas restringido (22).

Entre los biofertilizantes asimbioticos se encuentran los producidos a base de bacterias con
capacidad para fijar N atmosférico en forma asimbiotica, denominadas fijadoras de
nitrogeno de vida libre (FNVL), estas bacterias pudieran contribuir significativamente a
suministrar N a los cultivos y sustituir parcialmente la aplicacién de fertilizantes
nitrogenados de origen industrial, lo cual constituye una alternativa viable para proveer el N

en cultivos de interés socioproductivo, altamente exigentes en este elemento (41).

Los biofertilizantes se pueden aplicar en suelos degradados y donde la presencia de
microorganismos ha sido afectada negativamente por el uso inapropiado de técnicas
agricolas (exceso de agroquimicos, talas, quemas, entre otras) que han propiciado la
degradacion y han reducido su diversidad y efectividad. Ademas, se debe inocular cuando
existen poblaciones altas de microorganismos que no se asocien efectivamente con la especie

de la planta cultivada (6).
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Se ha determinado que la aplicacion en campo de bio-preparados con microorganismos
fijadores de nitrogeno de vida libre pueden aportar de 46 a 50 kg de N ha (41).

Hernandez et al., (27) indican que la adquisicion de nutrientes del suelo a través del
crecimiento radical, la fijacion bioldgica del nitrogeno, la solubilizacion de fosfatos, la
produccién de fitohormonas y de metabolitos antifungicos, hacen posible la elaboracién de
productos bioldgicos eficientes a partir de bacterias diazotrdficas, con caracteristicas
amigables con el ambiente. Sin embargo, el éxito de estos inoculantes bacterianos depende

de la seleccion de cepas autoctonas.

La calidad de un abono orgénico se determina en relacion con el agroecosistema en que sera
utilizado, por lo que es necesario identificar en la caracterizacion de los abonos: el contenido
nutricional, la facilidad de suministro de nutrientes, y las caracteristicas fisicas, quimicas

(metales pesados) y microbioldgicas que mas inciden en el agroecosistema objetivo (42).

2.1.3.1.  Fertilizante orgénico liquido (Biol).

Existen diversos fertilizantes liquidos y sélidos de origen quimico, cuyos precios son muy
elevados y no estan al alcance de algunos productores. Ultimamente se esta volviendo a
valorar y rescatar tecnologias ancestrales que no dafian al ambiente, que permiten obtener
alimentos de mejor calidad, usando recursos locales que son de bajo costo. Una de estas

tecnologias es la elaboracion del biofertilizante liquido, conocido también como Biol (43).

El uso de los abonos organicos para mantener y mejorar la disponibilidad de nutrimentos en
el suelo y obtener mayores rendimientos en los cultivos, se conoce desde la antiguedad. Los
abonos orgéanicos son muy variables en sus caracteristicas fisicas y composicion quimica
principalmente en el contenido de nutrimentos; la aplicacion constante de ellos, con el

tiempo, mejora las caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas y sanitarias del suelo (44).

Biol es un efluente liquido proveniente de la descomposicion en condiciones anaerdbicas de
la materia organica que se realiza en depositos cerrados o biodigestores. En la Figura 5, se
muestra de manera simplificada las etapas y los residuales de la descomposicion en un
biodigestor (45).

El biol tiene dos componentes: una parte sélida y una liquida. La primera es conocida como

biosol y se obtiene como producto de la descarga o limpieza del biodigestor donde se elabora
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el biol. La parte liquida es conocida como abono foliar. El resto sélido esta constituido por

materia organica no degradada, excelente para la produccién de cualquier cultivo (46).

Figura 5. Etapas y residuales de la descomposicion en un biodigestor.
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La fermentacidn es un proceso de descomposicion anaerdbica de la materia organica, por
efecto de microorganismos que operan en condiciones ambientales favorables como
humedad mayor al 60%, temperatura entre 25 a 30 °C y un pH de 4 a 4.5. Los hongos
(levaduras) entre los que se destaca Sccharomyces cerevisiae, son los principales
microorganismos de la fermentacién. Estos al segregar zimasa (enzima) que convierte a los
carbohidratos de la materia organica (glucosa, sacarosa, fructosa) en alcohol etilico y diéxido

de carbono con liberacion de calor (47).

Los elementos que se forman como producto de la fermentacion o descomposicion de la
materia organica, son sustancias humicas conocidas como acidos humicos; acidos fulvicos
y huminas, que se caracterizan por su estado coloidal, su color oscuro, su elevado peso
molecular y su acidez. Los &cidos himicos son moléculas més grandes y contienen mas
nitrégeno, carbono y azufre. Los acidos flulvicos ademas de contener los elementos
anteriores, presentan un mayor porcentaje de oxigeno motivo por el cual su acidez es mas
alta y por lo tanto tienen mayor cantidad de retenciéon de minerales. Las huminas son las

menos solubles (47).

Mamani et al., (47) indican que el uso de especies vegetales con caracteristicas bioscidas en
la elaboracion del Biol, lo convierte adicionalmente en un bioplaguicida, que reduce el
ataque de ciertas plagas y enfermedades. Algunas especies que le pueden brindar esta
caracteristica son: Ajenjo (Astemisa sp.); Eucalipto (Eucaliptos globulus); Cicuta (Erodium
cicutarum); Paico (Chenopodium ambrosoides); Ortiga (Urtica sp.); Mufia (Menthostachis
espicata); Locoto (Capsicum pubescens); Tarwi (Lupinos mutabilis), entre otras (47). La
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composicion del Biol depende mucho del tipo de residuos que entran en el biodigestor, se
puede decir que cada Biol es Unico (48).

El anélisis de Biol es una practica que permite calcular una buena dosificacion del uso de
Biol en el cultivo, de acuerdo a sus necesidades, sin hacer un uso irracional del producto. La

cantidad y forma de aplicar el Biol varia en funcion del cultivo, tipo y calidad del suelo (49).

El uso del Biol es principalmente como promotor y fortalecedor del crecimiento de la planta,
raices, y frutos, gracias a la produccion de hormonas vegetales, las cuales son desechos del
metabolismo de las bacterias tipicas de este tipo de fermentacion anaeroébico, por lo cual su
uso continuado en explotaciones agricolas conllevara a requerir de menor cantidad de
fertilizantes quimicos habitualmente utilizados. Hay cinco grupos hormonales principales:
Adeninas, Purinas, Auxinas, Giberelinas y Citoguininas, todas estimulan la formacién de
nuevas raices y su fortalecimiento, también inducen la floracion, tienen accién fructificante,

estimula el crecimiento de tallos hojas, etc (48).
Ventajas del uso del Biol como fertilizante
Entre las ventajas de la utilizacion de este recurso se tiene (48,47):

e Permite un mejor intercambio catiénico en el suelo, que amplia la disponibilidad de

nutrientes.

e Se puede emplear como fertilizante liquido por rociado o junto con el agua de riego
en sistemas automaticos de irrigacion.

e Promueve las actividades fisioldgicas y estimula el crecimiento y desarrollo de las
plantas.

e Es un producto organico que requiere Unicamente insumos naturales para su

elaboracion.

e Su preparacion es facil y tiene un bajo costo.

2.1.4. Trabajos relacionados.

2.1.4.1.  Aislamiento y caracterizacion de microorganismos.

El solubilizador de fosfato organico mas eficiente obtenido por Alvarez (50) es el hongo de

la especie Plectosphaerella cucumerina, mientras los microorganismos celuloliticos mas
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eficientes fueron los hongos Penicillium griseofulvum y Aspergillus fumigatus (Figura 6).
Entre los microorganismos fijadores asimbidticos de nitrégeno sobresalieron tres cepas de

Pseudomonas koreensis, Bacillus cereus y Serratia sp (Figura 7).

Figura 6. Colonia de hongos asociados a la rizosfera y al sustrato de
plantas de vainilla.

Aspergillus fumigatus (A); Penicillium griseofulvum (B) y Plectosphaerella
cucumerina (C). Arriba: dorso; Abajo reverso.
FUENTE: ALVAREZ, 2012

Figura 7. Colonia bacterias asociadas a la rizosfera y al sustrato de plantas de vainilla.

Bacillus cereus (A); Pseudomonas koreensis (B) y Serratia sp. (C). Arriba: colonias; Abajo micromorfologia.
FUENTE: ALVAREZ, 2012
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Pérez et al., (9), utilizo medios selectivos para deterninar la actividad fijadora de nitrégeno
y solubilizadora de fosforo de bacterias endofitas de pasto colosoana (Bothriochloa pertusa)

utilizando los criterios que se observan en la Figura 8.

Figura 8. Actividad solubilizadora de fosfato y fijacion bioldgica de

nitrogeno.

Solubilizacion de fosfato Fijacion biolégica de nitrégeno
Aisladas in vitro de bacterias enddfitas del pasto colosoana (Bothriochloa pertusa)
FUENTE: PEREZ et al., 2014

b

Clavijo et al., (23) realiz6 una caracterizacion fenotipica de 104 cepas aisladas tomando en
consideracién las siguientes caracteristicas micro y macroscépicas. Caracteristicas
microscopicas: 1: Bacilo largo y ovoide, 2: Cocobacilos, 3: Bacilos, 4: Bacilos elipsoidales,
5: Bacilos pequefios, 6: Cocoides, 7: Bacilos grandes, 8: Bacilos largos, 9: Bacilos en pares,
10: Cocos, 11: Bacilos dispuestos en cadena. En las caracteristicas macroscopicas: 1:
Circular, regular, elevada, lisa, crema brillante; 2: Circular, regular, elevada, lisa,
transparente brillante; 3: Ovalada, regular, elevada, lisa, transparente brillante; 4: Ovalada,
irregular, elevada, lisa, transparente brillante; 5: Circular, irregular, elevada, lisa,
transparente brillante; 6: Circular, regular, elevada, lisa, blanco humo; 7: Irregular, irregular,
elevada, lisa, transparente brillante; 8: Irregular, regular, elevada, lisa, transparente brillante;
9: Circular, regular, elevada, lisa, blanco humo con halo; 10: Circular, regular, elevada, lisa,
transparente brillante, con halo; 11: Circular, regular, elevada, lisa, crema opaca, colonias
con halo.

Fernandez et al., (37) indican que en el nimero de bacterias solubilizadoras de fosfato no
variaron en los distintos suelos en una region sojera. Obtuvieron 14 aislamientos
solubilizadores: 10 de la microflora y 4 de Bradyrhizobium sp. y sus halos oscilaron entre 4
y 15 mm. Las cantidades de fosfato solubilizadas por las bacterias de la microflora variaron
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entre 3% y 24,1% en un medio liquido sin solucién tamponada mientras que en un medio
tamponado variaron entre 0,07% y 4,82%. En un medio liquido sin solucion reguladora, los
aislamientos de Bradyrhizobium sp. solubilizaron en porcentajes que variaron entre 7,1% y

8,5% mientras que en un medio tamponado oscilaron entre 0,1% y 0,16%.

Salazar y Ordodfiez (2), lograron la obtencion de 24 cepas de Actinomicetos Fijadores de
Nitrégeno. Los 24 Actinomicetos Fijadores de Nitrogeno fueron identificados en genero
siguiendo criterios morfoldgicos al comprar microscopicamente el micelio aéreo que estas
cepas generan con micelios de referencia que se encuentran reportados en el Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology. Se identificaron 13 cepas como pertenecientes al género
Streptomyces y 11 restantes al género Nocardia. En los suelos del ecosistema Bosque
Secundario se identificaron 3 cepas del género Streptomyces y 5 cepas del género Nocardia.
En el ecosistema Guadual se lograron identificar 6 cepas del género Streptomyces y 4 cepas
del género Nocardia. Finalmente, en el ecosistema Humedal fueron aisladas 4 cepas del
género Streptomyces y 2 cepas del género Nocardia.

Padron et al., (51) en su estudio, determind que las cepas fijadoras de nitrogeno se
desarrollaron mejor en aquellos suelos con bajo contenido de materia organica 0 manejo
intensivo, dado que en éstas condiciones se estimula mejor la fijacién simbidtica de
nitrégeno. Mientras que el mayor desarrollo de bacterias solubilizadoras de fosforo se
observd en aquellos manejos con mayor contenido de fosforo, ya sea bajo fertilizacion

orgénica o inorganica.

Por su parte Arias y Pifieros (52) aislaron 129 cepas axénicas de hongos filamentosos que
corresponden a 15 géneros en total de las zonas de frailejones de los paramos de Guasca y Cruz
Verde. Los géneros de mayor incidencia fueron Penicillium sp. y Aspergillus sp. con porcentajes
de incidencia de 60 y 30% respectivamente, las especies de hongos filamentosos varian segun el

paramo y la poblacién activa.

Rico (53), determind que es posible aislar gran cantidad de bacterias del género Azotobacter
y del grupo Actinomiceto de la rizésfera de Solanum tuberosum Linnaeus, 1753 de las zonas
altoandinas. Azotobacter tiene mayor capacidad antagonica frente a Fusarium solani que las
bacterias del grupo Actinomicetos; sin embargo, estos inhibieron notablemente el
crecimiento de Rhizoctonia solani. De igual forma Azotobacter mostr6 mayor capacidad
para producir acido indol acético (AlA) y solubilizar fosfato, en cambio el resultado de
Actinomicetos fue moderado con respecto a dichas capacidades.
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2.1.4.2.  Uso de microorganismos para el enriquecimiento de fertilizantes

organicos.

Se han demostrado mejoria en la calidad del compost utilizando microorganismos eficientes
aislados, incrementando la actividad bioldgica El tratamiento conformado por compost mas
la mezcla de microorganismos registrd la presencia significativa de bacterias que van del
orden de 1.8 x 10% UFC por gramo de compost, y hongos de 12 UFC de Penicilliumy 6 UFC
de Aspergillus por gramo de compost. En el tratamiento testigo, se contabilizo el nimero de
organismos vivos en el compost y se pudo determinar la presencia significativa de bacterias
que van del orden de 8 x 102 UFC por gramo de compost y hongos de 35 UFC de Penicillium
y 29 UFC de Aspergillus por gramo de compost. El compost enriquecido con
microorganismos efectivos present6 una composicion entre 0.16 a 5.18% de nitrégeno; 0.69
a 0.92% de fosforo; 0.15 a 0.30% de potasio; 2.45 a 2.63% de calcio; 0.83% de magnesio;
0.07% de sodio; 111.00 a 113.0 ppm de zinc; 16.0 a 17.0 ppm de cobre; 8890.0 a 9835 ppm,
0.10 ppm de boro; 6.60 de pH y 11.14 a 11.88 mmho en la conductividad eléctrica (40).

En el compostaje de gallinaza Uribe et al., (54) indican mayores valores de Nitrégeno y
Potasio para la mezcla de gallinaza con microorganismos eficientes EM ademas se obtuvo
un descenso de pH mas acelerado lo que estabiliza eficientemente el compost. De igual
manera en el compostaje de residuos de cafia de azlcar, Garcés (55), determiné que el

proceso duro ocho semanas gracias a la intervencion de EM.

Haro (56), determind que la formulacién de Biol enriquecido con microorganismos
eficientes (EM) aislados de una zona con vegetacion natural, present6 mejora en los
parametros productivos del brdcoli, con una concentracion de 6% de EM y con una dilucién

del 15% en la aplicacion.

Para enriquecer el contenido de nitrogeno y fdésforo, Rendédn (57), evalu6 la inclusion de
niveles de alfalfa y roca fosférica como fuente de estos elementos, determinaron que una
formulacién de Biol con 20 kg de codornaza, 3 kg de alfalfa y 2 kg de roca fosforica el
mismo que dio un valor de 4.40% de nitrégeno con un pH de 7.01 (Neutro), la inclusién de
3 kg de roca fosférica reporté un valor de 0.319% de fésforo y un pH de 6.97 (neutro) y en

la conductividad eléctrica valores de 20.83 ms/cm a 32.50 ms/cm.

Alava (58), reporta que el Biol enriquecido con bacterias acido lacticas presentd valores altos

en minerales y niveles favorables de hormonas y microorganismos benéficos en
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comparacion con el Biol comun. Evaluaron la inclusién de 8 y 10% de bacterias con una
composicion de 0.1y 0.2 % de nitrogeno; 0.5 y 0.5% de fosforo; 0.37 y 0.37% de potasio,
0.18 y 0.20% de calcio; 0.05 y 0.06% de magnesio y 0.02 y 0.02% de azufre para cada nivel

respectivamente.

Medina (59), determind que el estiércol de ovino es un residuo de las actividades
agropecuarias con alto potencial de ser aprovechado como abono orgénico, al ser utilizado
como materia prima en los procesos de biodigestion anaerébica (Biol I-G) y de fermentacion
lactica (Biol I1-G), procesos mediante los cuales se mejoran las concentraciones de sus
nutrientes. Los analisis microbioldgicos realizados al Biol I-G evidencian que el proceso de
biodigestion anaerdbica no termind con los patdgenos presentes en el estiércol fresco de
ovino. Asi también, demuestran que el Biol 11-G es un producto inocuo, que debido a su
nivel de acidez esta libre de microorganismos patdgenos, y cuyo uso no implicaria riesgos a
la salud de las personas, la calidad del suelo y de cultivos. En la composicion determind
valores de 7.20 a 8.20 de pH; 15.30 a 21.30 dS/m de conductividad eléctrica; 980.00 a
1876.00 mg/L de nitrégeno; 71.20 a 121.00 mg/L de fdésforo; 1940.00 a 6760.00 mg/L de
potasio; 104.80 a 3500.00 mg/L de calcio; 27.60 a 1200 mg/L de magnesio y 542 a 3400
mg/L de sodio.

En su estudio Ofate (60), determino la composicién del Biol enriquecido con cal apagada,
humus de lombriz, roca fosférica, cascaras de huevo molidas, caballo chupa y alfalfa picada
con los siguientes valores: pH 6.87; conductividad eléctrica 11.10 ms/cm; 1.24% de
nitrégeno; 790 ppm de fésforo; 0.12% de potasio; 0.59% de calcio; 0.12% de magnesio; <

0.002 ppm de cobre; 36.0 ppm de hierro; 70.0 ppm de manganeso y 12.0 ppm de zinc.

Alvarez (46), indica que la composicion del Biol a base de estiércol bovino y alfalfa es:
Nitrogeno 0.092 (%); Fosforo 112.80 ppm; Potasio 860.40 ppm; Calcio 112.10 ppm;
Magnesio 54.77 ppm; Cobre 0.036 ppm; Manganeso 0.075 ppm; Hierro 0.820 ppm; Cobalto
0.024 ppm; Boro 0.440 ppm y Selenio 0.019 ppm.

Campo et al., (11) al comparar los microorganismos comerciales, con los capturados
artesanalmente de tres sistemas agroecologicos (café, potrero y un bosque natural), observé
que los capturados presentaron mayores valores en cuanto a altura, diametro y menor

incidencia de plagas en el cultivo de acelga (Beta vulgaris var. cicla).
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Larreategui y Banchon (61), destacan la formulacion de compost obtenido con residuos
vegetales y microorganismos aislados de un bosque humedo Premontano, ya que en este
producto se encontraron concentraciones relevantes de carbono (10.13%) y nitrogeno
(0.96%).

Siura (45), indica que la composicion quimica del Biol, tiene los valores: conductividad
eléctrica 14.7 dS/m; pH 7.3; sélidos en suspension 13.5 g/litro; nitrogeno 920.0 mg/litro;
fosforo 92.2 mg/litro y potasio 2297.5 mg/litro, ademas 12 ng/g (nanogramo/gramo) de &cido

indol acético, 9.7 ng/g de Giberelinas y 9.3 ng/g de purinas respectivamente.

Aparcana y Jansen (48), indican que las caracteristicas y composicion del Biol estan
relacionados a los materiales con los que se prepara, de esta manera estos autores indican
que la composicion del Biol con fuente principal de estiércol bovino es la siguiente: pH 7.96;
materia seca 4.18%; nitrogeno total 2.63 g/Kg; fésforo 0.43 g/Kg; potasio 2.66 g/Kg; calcio
1.05 g/Kg; magnesio 0.38 g/Kg; sodio 0.404 g/Kg.

Araya (62), determin6 que durante el periodo de 30 dias de fermentacion hay ligeros cambios
fisico-quimicos en los bioles, dependiendo de la base utilizada. En el caso de bioles
preparados con bofiiga, pasaron de 5.4 a 5.7, mientras que la conductividad pasé de 9000 a
9750 puS/cm, mientras que los bioles preparados con pasto fermentado pasaron de 4.2 a 4.6
y la conductividad de 9000 a 10000 uS/cm. En general se observo que los bioles son pobres
desde el punto de vista nutricional, y su composicion varia dependiendo de la base utilizada
y de la adicion de lixiviado del raquis del racimo del banano. Cerca del 50 a 70 % de los
elementos fueron detectados en el sobrenadante. Los contenidos en los bioles con bofiiga
varian entre 0.7 y 1.13 g/L para nitrégeno, 160 a 180 g/l de fdésforo, 1500 a 5500 g/l de
potasio, 4.20 g/l de calcio, 250 a 300 g/l de magnesio, 150 a 70 g/l de azufre. También
presentan niveles bajo de hierro de 15 a 20 mg/I, de 0.4 a 0.7 mg/I de cobre y 2 mg/l de zinc,
10 mg/l de manganeso, y 0.2 y 0.3 mg/l de boro. En el caso del pasto fermentado, en
comparacion con los bioles a base de boifiiga, se detectaron contenidos superiores de
nitrégeno (1.9 a 2.3 g/l) y fosforo (1100 a 1400 mg/l). En el caso del potasio, el nivel varia
segun el uso de lixiviado del raquis, entre 2400 y 6700 mg/l. También se observaron niveles
inferiores de calcio (280 a 390 mg/l), niveles superiores de magnesio y azufre (670-780 mg/|
y 280-350 mgl/I respectivamente), contenidos similares de hierro y cobre (20 y 0.6-1,8 mg/I
respectivamente), niveles superiores de zinc (5 a 7 mg/l), manganeso (20 a 30 mg/l) y boro
(0.4 mg/l).
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CAPITULO III
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

La presente investigacion se llevd a cabo de marzo a mayo del 2015, en el Laboratorio basico
de Microbiologia del Centro Tecnologico Maquita propiedad de la Fundacion Maquita
Comercializando como Hermanos (MCCH), el mismo que esté ubicado en el Km. 19 de la
Via Sto. Domingo en el Canton San Jacinto de Buena Fe, provincia de Los Rios. Se
encuentra a una altura de 100 metros sobre el nivel del mar entre las coordenadas geogréficas
de 0°53’ de latitud y 79°29’ de longitud oeste. El analisis quimico de los Bioles se realizo
en el Laboratorio de Analisis de Suelos y Plantas “SALBRA” canton Mocache, Provincia

de los Rios.

Las muestras de suelo se extrajeron del Bosque HUimedo Jauneche ubicado en Jauneche,
cantén Palenque perteneciente a la Provincia de Los Rios. A la altura de 70 msnm entre las
coordenadas geograficas 1°14" de latitud y 79°48 de longitud Oeste.

Tabla 1. Caracteristicas climatolégicas del Centro Tecnoldgico Maquita y Bosque

Humedo Jauneche.

. Valores promedios
Valores promedios Centro P

Parédmetros Tecnolégico Maguita Bosque HUmedo

Jauneche

Altitud (msnm) 100 70

Precipitacion anual: (mm) 2265.00 2000.00

Temperatura media (°C)

min-max: 20°-33°C 18°-36° C

Humedad relativa promedio 84% 72-80%

Heliofania (horas luz/afio) 870 1016.03

Zona ecologica Bosque Humedo Tropical ~ Bosque Himedo Tropical

Topografia: Ligeramente Ondulado Ligeramente Ondulado

FUENTE: DEPARTAMENTO AGROMETEOROLOGICO DEL INIAP, 2014.
ELABORADO: AUTORA

3.2. Tipo de investigacion.

El presente Proyecto de Investigacion de Grado es de Tipo Exploratorio en el periodo de
aislamiento y caracterizacion de los microorganismos fijadores de nitrogeno y
solubilizadores de fosforo presentes en el suelo del Bosque Himedo Jauneche y de tipo
Experimental en la fase de evaluacion del efecto de los microrganismos aislados en la
preparacion de Biol. El Proyecto tributa a la linea de investigacion 11: Comportamiento
agronémico, evaluacion y mejoramiento de las caracteristicas nutricionales y métodos de
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conservacién de gramineas, leguminosas, arboles forrajeros, subproductos agropecuarios y

residuos agroindustriales con fines de alimentacion de animales domésticos.

3.3. Meétodos de investigacion.

Se realizd con el método de investigacion experimental en la fase de aislamiento y
caracterizacion mediante la incubacion de los microorganismos en medios selectivos y en la
evaluacion de las caracteristicas del Biol con la determinacion del efecto de la inclusion de
los microorganismos aislados sobre el pH, temperatura, conductividad eléctrica y

composicion quimica.
3.4. Fuentes de recopilacién de informacion.

Los datos experimentales fueron obtenidos de fuentes primarias con la recoleccion directa
de las muestras en el sitio experimental y la incubacion en medios de cultivo selectivo,
ademas los valores cualitativos en la evaluacion del Biol. Se contrastaron los resultados con
valores de investigaciones similares en revistas indexadas, tesis y libros considerandose estas

como fuentes secundarias de informacion.

3.5. Disefio de la investigacion.

Para la evaluacion del Biol se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), cada unidad
experimental fue conformada por un balde hermético de 12 litros (biodigestor),

constituyendo un total de 16 unidades experimentales. EI modelo lineal del disefio:

Yij= u+a;+¢g; (Ecuacion 1)
Donde:

Y;;: Valor de la variable de respuesta

M : Media general
«a; : Efecto del tratamiento
g;j - Error experimental

Tabla 2. Anélisis de Varianza ANDEVA del disefio experimental.

Fuente de Variacion Grados de libertad

Tratamientos t-1 3
Error experimental t(r-1) 12
Total tr-1 15

ELABORADO: AUTORA
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En la Tabla 3, se muestra la descripcion de los tratamientos.

Tabla 3. Descripcién de los tratamientos.

Tratamiento Descripcion Cddigo
T1 Biol con microrganismos de montafia BMM
T2 Biol con microrganismos eficientes BEM
T3 Biol pre-fermentado BPF
T4 Biol con microrganismos eficientes + levadura BEM+LV

ELABORADO: AUTORA
3.6. Instrumentos de investigacion.

Para el aislamiento y caracterizacion de microorganismos: Como instrumentos de
investigacion se analizd el efecto de las variables: caracteristicas morfologicas macro y
microscopicas de microorganismos eficientes en la fijacion de nitrégenos y solubilizacion
de fésforo. Estos factores registraron con la observacion crecimiento de cada

microorganismo en cajas Petri en medios selectivos.

Para la evaluacion del Biol se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas de pH,
temperatura y conductividad eléctrica y quimicas con el contenido de nitrégeno, fosforo,
potasio, calcio, magnesio, boro, zinc, cobre, hierro y manganeso en el Laboratorio de
Anaélisis de Suelos y Plantas “SALBRA”.

3.6.1. Variables evaluadas.

3.6.1.1. Capacidad de fijacion de nitrdgeno y solubilizacién del fosforo.

Para determinar la capacidad de fijacion de nitrégeno y solubilizacién del fosforo se empled
el aislamiento en medios selectivos. Los medios de cultivo selectivos son aquellos que
favorecen el crecimiento de ciertos microorganismos mientras suprimen el de otros (64). Se
utilizé el medio de cultivo Ashby para identificar los microorganismos fijadores de nitrégeno y
el medio Pikovskaya para observar la capacidad de solubilizacion de fésforo de acuerdo a la

metodologia descrita por Padron et al., (51).

3.6.1.2. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las cepas aisladas.

Las caracteristicas macroscopicas comprendieron la forma observable de las colonias

aisladas: forma, color, superficie y borde de acuerdo a lo sefialado por Clavijo et al., (23).
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Las caracteristicas microscépicas fueron las observaciones de los filamentos y conidias
segun lo indicado por Salazar y Ordofiez (2) para las bacterias; Arias y Pifieros (52) para los

hongos.

3.6.1.3. Caracteristicas fisico-quimicas de los Bioles.

El anélisis pH se determind con un potenciometro en cada biodigestor a los 15 y 30 dias, en
los mismos periodos se determind la conductividad eléctrica con un amperimetro, la

temperatura con termémetro de mercurio y la salinidad.

3.6.1.4. Composicion quimica de los Bioles.

El analisis de nitrdgeno se realizé con el método de Kjeldahl por digestion en &cido sulfurico,
el fosforo, potasio, calcio, magnesio, boro, zinc, cobre, hierro y manganeso se determind por

digestion por via himeda con acido sulfurico méas 6xido de selenio.

3.6.2. Procedimiento experimental.

3.6.2.1. Aislamiento de microorganismos y cultivo en medios selectivos.

Se recolectaron muestras de suelo de zonas cercana a las raices de arboles y cafia guadua,
los mismos que fueron incubados en medios de cultivo Agar nutritivo y PDA (Potate
Dextrose Agar) para diferenciar bacterias y hongos con un total de 32 cajas Petri, que se

incubaron por ocho dias.

Se separaron las cepas para inocular en medios de cultivo selectivos Ashby para identificar
los microorganismos fijadores de nitrdgeno y el medio Pikovskaya para observar la capacidad
de solubilizacion de fosforo, incubados por ocho dias a 28 °C. Se consideraron positivos al
observar crecimiento para los microorganismos fijadores de nitrégeno pues el medio al
carecer de este elemento solo permite el crecimiento de microorganismos que fijen nitrogeno
atmosférico retenido dentro de la caja Petri. De igual forma para las solubilizadoras de
fosforo se determind como positivo al observar la formacion de un halo segun lo descrito

por Pérez et al., (9).

Los microorganismos detrminados como positivos se caracterizaron macroscopicamente y
microscopica por observacion y comparacion taxonémica por fenotipos con el uso del
Manual Bergey's de Brenner et al., (21).
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3.6.2.2. Elaboracién de Biol con la inclusion de las cepas aisladas.

Se inoculé la mezcla de los microorganismos aislados, hongos y bacterias; fijadoras de

nitrégeno y solubilizadoras de fosforo, en semillas de trigo para una reproduccion rapida.

Esta masa microbiana fue incorporada con los materiales necesarios para la elaboracién de

Biol. Los materiales usados en cada tratamiento se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Materiales y proporciones empleados en la elaboracion de los Bioles.

Tratamientos

Material

T1 T2 T3 T4
Estiércol de ganado vacuno (Litros) 5 5 5 5
Microorganismos de montafia (MM) (ml) 500 500 500* 500
Microorganismos eficientes (EM) (Kg) 0 0.227 0.227* 0
Levadura (gramos) 25 25 25 25
Melaza (ml) 330 330 330 330
Yogurt (ml) 4.1 4.1 4.1 4.1
Leguminosa (Kg) 0.227 0.227  0.227 0.227
Agua (litros) 2.38 2.38 2.38 2.88

*Pre-fermentados por 5 dias.
ELABORADO: AUTORA

Los biodigestores se constituyeron de depdsitos de 12 litros con un total de 16 fueron abiertos

a los 15y 30 dias para el andlisis fisico y quimico correspondiente.

3.1. Tratamiento de los datos.

Las caracteristicas microscépicas y macroscopicas fueron sistematizadas en tablas con el uso

de Microsoft EXCEL.

Para los valores cuantitativos de las caracteristicas fisico-quimicas, el analisis de datos se

realiz6 mediante el analisis de varianza (ANDEVA) y las medias separadas mediante la

prueba de Tukey (P<0,05), con la utilizacion del paquete estadistico SAS (65).

3.2. Recursos humanos y materiales.

Talento humano que contribuy0 en la realizacion del presente proyecto de investigacion:

e Coordinador del Laboratorio Ing. M.Sc. Carlos Zambrano Carriel.

e Director del proyecto de investigacion Ing. M.Sc. Gerardo Francisco Segovia Freire.

35



Se utilizaron los materiales:

o Baldes herméticos
e Machetes

e Balanza

e Escobas de barrer
e Paletas de madera
e Sacos

e Ligas elésticas

e Léapices

e Libro de campo

e Navajas

e Estiletes
e Pomas

e Plasticos

e Céamara fotografica
e Ingredientes para biol
e Morteros

e Pipetas

e Balanza analitica de precision

0.001g.

Estudiante Ana Patricia Pacheco Vila.

Asistente de laboratorio Sr. Manuel Villamar.

Tubos de ensayo
Microscopico

Placas porta objetos

Medios de cultivos
Incubadora Autoclave
Microscopio

Estereoscopio
Potenciometro

Cajas Petri

Mechero

Capilares

Cultivos selectivo

Colonias de microorganismo
Reactivos para identificacion
Biol

Materiales y  equipos

Laboratorio

de
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultadosy discusion.

4.1.1. Caracteristicas macro y microscopicas de los Microorganismos

Eficientes asilados del Bosque Humedo Jauneche.

Se aislaron en medios selectivos ocho cepas de Microorganismos Eficientes (EM), cuatro
bacterias y cuatro hongos, cinco de los microorganismos se aislaron del bosque y tres de la
cafia guadua, en igual proporcion se obtuvieron las cepas con Capacidad Fijadora de
Nitrégeno (CFN) y Capacidad Solubilizadora de Fosforo (CSF). EI mayor nimero de
posibles géneros aislados (tres) fue Streptomyces, todas con CFN, seguido del género
Penicillium con igual numero con P. funiculosum, P. implicatum y P. brefeldianum con CSF,
al igual que Actinomicete y Aspergillus fumigatus, ademas se encontrd una posible cepa de
Nocardia con CFN (Tabla 5).

Tabla 5. Microorganismos Eficientes (EM) aislados del Bosque Humedo Jauneche,

area de muestreo y posibles géneros.

i Tipo de . ] o
Area ) ) CFN CSF Posibles géeneros Cadigo+
microorganismo
Bacteria + - Streptomyces 4TBJPDA
Bacteria + - Nocardia 6TBJPDA
Bosque Hongo - + Penicillium funiculosum 5TBJPDA
Hongo - + Aspergillus fumigatus 7TBJPDA
Hongo - + Penicillium implicatum 8TBJPDA
Bacteria + - Streptomyces 5CGJPDA
Cana )
Bacteria + - Streptomyces 1CGJPDA
Guadua . )
Hongo - + Penicillium brefeldianum 3CGPDA

CFN: Capacidad Fijadora de Nitrégeno; CSF: Capacidad Solubilizadora de Fosforo; + positivo; - negativo;
TBJ: Tierra de bosque Jauneche; CGJ: Cafia guadua Jauneche; PDA: Potate dextrosa agar.
ELABORADO: AUTORA.

Alvarez (50), en la rizosfera de plantas de vainilla, de igual manera logro aislar
microorganismos Penicillium griseofulvum y Aspergillus fumigatus, este autor indica que
los hongos resultaron ser eficientes celuloliticos (degradadores de celulosa). Similar a los
reportado por Arias y Pifieros (52), uno de los géneros de mayor incidencia fue Penicillium
sp. Salazar y Ordofiez (2), en suelos del ecosistema Bosque Secundario identificaron 3 cepas

del género Streptomyces y 5 cepas del género Nocardia, un nimero mayor al encontrado es
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esta investigacion debido posiblemente al reducido nimero de areas de muestreo. Por su

parte, Rico (53) determind que todas las cepas aisladas del grupo Actinomicetos pertenecen

al género Streptomyces, debido a la que este grupo es abundante en los suelos. Pérez y

Chamorro (20) indican que especies del genero Streptomyces poseen gran importancia, por

la produccién de metabolitos secundarios, que cumplen ademas funciones particulares

relacionadas con la interaccion bacteria-planta-ambiente y como sustancias toxicas y

sefializadoras. Las caracteristicas macro y microscépicas de los microorganismos asilados

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas macro y microscopicas de los Microrganismos Eficientes (EM)

aislados.
Cepa i, N o
_ Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Aislada
Colonia café oscuro, seca, adherida al ) )
) Formas filamentosas presencia de
ATBJPDA agar, forma irregular borde redondeado no o
i conidiéforos
uniforme
Colonia cremosa, sin pigmento, forma - ; ’
ilamentos no fragmentados
6TBJPDA irregular, bordes redondeados
Aterciopeladas, micelio de color blanco ~ Micelio fragmentado, formas
5TBJPDA o _ )
con masa conidial gris verdoso bacilares
Aterciopeladas de color verde oscuro, Conidioforos cortos con cabezas
7TBJPDA _ _ o -
redondas, bordes irregulares radiales conidiales con conidios en masa
o Conidioforos cortos con verticilo
Borde delgado blanco y de textura rigida, _ o
8TBJPDA terminal con ramas conidios
polvorosa de color verde oscura
globosos de paredes gruesas
Colonia seca, forma irregular, borde
5CGJPDA ondulado no uniforme Filamentos en forma de espirales
Colonia cafeé, seca, adherida al agar, forma
1CGJPDA ) Filamentos no fragmentados
irregular borde redondeado no uniforme
3CGPDA Superficie algodonosa de color blanco Conidios bivercifilados

TBJ: Tierra de bosque Jauneche; CGJ: Cafia guadua Jauneche; PDA: Potate dextrosa agar.
FUENTE: Laboratorio basico de Microbiologia Centro Tecnoldgico Maquita.
ELABORADO: AUTORA
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Salazar y Ordofiez (2), indican que macroscopicamente los microrganismos con CFN
(Actinomicetos) tienen la caracteristica de ser colonias secas de aspecto seroso, mientras las
morfologias microscépicas son forma de coco, gram positivos y presencia de estructuras

miceliares. Las cepas de Streptomyces aisladas se muestran en la Figura 9.

Figura 9. Bacterias del género Streptomyces con capacidad fijadora de

nitrégeno.
i 'F" -

»
R Paa
A: Cepa 4TBJPDA; B: 5CGJPDA; C: 1CGJP
Jauneche; PDA: Potate dextrosa agar.
FUENTE: Laboratorio basico de Microbiologia Centro Tecnolégico Maquita.
ELABORADO: AUTORA

A; TBJ: Tierra de bosque Juneche; CGJ: Cafia guadua

Rico (53), indica que el elevado numero de especies identificadas en su trabajo de
investigacion se debe a que las colonias del género Streptomyces poseen una gran
variabilidad en cuanto al color de sus esporas y del micelio de la base.

Salazar y Ordofiez (2), indican una descripcion similar de la cepa de Nocardia, colonia
cremosa, sin pigmento difusible en el medio, forma irregular, bordes redondeados (Figura
10), ademas microscopicamente agrupacion de cocos Gram positivos. Aungue no es el caso
estricto de la presente investigacion (Lacey, 1973 citados por Rico (53)), indica que los

principales géneros aislados a partir de suelos son Nocardia, Streptomyces y
Micromonospora.
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Kuhad et al., (5), indican que microrganismos del genero Nocardia cumplen funciones en el
suelo como productores de fitohormonas y sider6foros (que conducen a la formacion de
complejos solubles de Fe), que indican su capacidad como promotores de crecimiento

vegetal.

Figura 10. Bacteria Nocardia (6TBJPDA) con

capacidad fijadora de nitrogeno.

TBJ: Tierra de bosque Jauneche; PDA: Potate dextrosa agar.
FUENTE: Laboratorio béasico de Microbiologia Centro
Tecnoldgico Maquita.

ELABORADO: AUTORA

La mayor parte de hongos aislados con CSF podrian pertenecer al género Penicillium (Figura
11), identificando por observacion las caracteristicas de la cepa 5TBJPDA podria ser
Penicillium funiculosum, coinsidiendo con lo indicado por Arias y Quinteros (52), los
mismos que detallan a mas de las caracteristicas microscopicas espuestas (Tabla 6),
conidioforos biverticilados, conidios shglobosos a elipsoidales, lisos a rugosos. La cepas
8TBJPDA Penicillium implicatum; identificadas de igual manera por Arias y Quinteros (52),
que describe como colonias que crecen muy poco y lentamente, con margen delgado, blanco
y de textura rigida, producen abundantes esporas que se acumulan en el centro formando
costras con la edad, de color verde claro y oscuro, de textura purulenta. Paralelamente la
cepa 3CGPDA Penicillium brefeldianum, es descrita como una colonia de superficie

algodonosa de color blanco a crema, con exudacién limitada e incolora.

41



Figura 11. Hongos del género Penicillium con capacidad solubilizadora de

fésforo.

A: Penicillium funiculosum (5TBJPDA); B: Penicillium implicatum (8TBJPDA); C: Penicillium
brefeldianum (3CGPDA); TBJ: Tierra de bosque Jauneche; CGJ: Cafia guadua Jauneche; PDA: Potate
dextrosa agar.

FUENTE: Laboratorio bésico de Microbiologia Centro Tecnoldgico Maquita.

ELABORADO: AUTORA

El hongo 7TBJPDA posiblemente de la especie Aspergillus fumigatus se muestra en la
Figura 12. Las especies de Aspergillus se caracterizan en los cultivos por sus aparatos
conidiales, que representan el mecanismo de reproduccion asexual del hongo. Constan de
una célula basal o «célula pie», sobre la que se eleva perpendicularmente el conidiéforo, que
en su porcion terminal se ensancha en una vesicula, sobre la que se sitian en una o dos
hileras unas formaciones alargadas a modo de botellas, que se denominan esterigmas, en las
que se producen las conidias de Aspergillus. El conjunto de las conidias de un aparato
conidial origina las cabezas conidiales, de interés en la diferenciacion de especies (66).
Alvarez et al., (36) indican que la especie Aspergillus fumigatus es un microorganismo
celulolitico (degradador de celulosa) muy efectivo no obstante cepas aisladas de Aspergillus
sp. por estos autores no presentaron CSF aun cuando en la literatura se indica que este género
tiene la capacidad de producir fitasas y en la presente investigacion también fue corroborado
(Tabla 5).
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Figura 12. Hongo Aspergillus fumigatus (7TBJPDA)
con capacidad solubilizadora de fosforo.

TBJ: Tierra de bosque Jauneche; PDA: Potate dextrosa agar.
FUENTE: Laboratorio basico de Microbiologia Centro
Tecnoldgico Maquita.

ELABORADO: AUTORA

4.1.2. Caracteristicas fisico-quimicas del Biol enriquecido con los

Microorganismos Eficientes aislados.

Las caracteristicas fisico-quimicas del Biol enriquecido con los Microorganismos Eficientes

(EM) aislados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas fisico-quimicas del Biol enriquecido con los Microorganismos

Eficientes (EM) aislados.
Parametros
Trat Temp (°C) CE (Sm/cm) pH Salinidad (mg/l)
15dias 30dias 15dias 30dias 15dias 30dias 15dias 30 dias
T1 29.35% 27202 7523 651° 481P 451°¢ 4.03% 345°
T2 28.07% 26872 7.26% 6.88° 491%® 460 3992 374%
T3 27.25° 26.75% 824% 761% 518% 491% 4677 4222

T4 26.75° 26.95% 6.15° 537°¢ 537% 4972 308° 272¢
Media 2785 2694 729 659 507 475 394 353
CV (%) 2.51 1.09 896 474 439 309 846  7.98
P< 0.0011 0.2304 0.0055 <.0001 0.0152 0.0017 0.0002 <.0001

Trat: Tratamiento; Temp: Temperatura; CE: Conductividad Eléctrica; CV: Coeficiente de variacién; P<:
Probabilidad; 2 letras diferentes entre columnas son estadisticamente diferentes (Tukey P<0,05).
ELABORADO: AUTORA
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La temperatura mostré diferencias estadisticas (p<0.05) entre los tratamiento Unicamente a
los 15 dias de muestreo, el mayor promedio se obtuvo del T1 con 29.35 °C, en el periodo de
30 dias los rangos de temperatura fueron menores al primero, debido posiblemente a la fase
de estabilizacion en el biodigestor, el aumento de temperatura inicial representa el fin de la
fase aerodbica y el inicio de la fermentacidn anaerdébica. Rendon (57), evalud la inclusion de
niveles de alfalfa y roca fosforica en el Biol de codornaza como fuente de estiércol,
determind una temperatura entre 15 y 19 °C a los 45 dias de fermentacion, inferiores a las

reportadas en este estudio, este factor esta relacionado a la temperatura ambiente.

La conductividad eléctrica present6d diferencias altamente significativas (p<0.05), el T3
presentd los promedios mas altos en ambos periodos de muestreo con 8.24 y 7.61 Ms/cm a
los 15y 30 dias respectivamente, mientras el valor méas bajo se obtuvo de T4 con 6.15y 5.37
Ms/cm, estos cambios sugieren la transformacion de los materiales en fermentacion. La
conductividad eléctrica la capacidad que tienen las sales inorganicas en solucion
(electrolitos) para conducir la corriente eléctrica (49). Los resultados obtenidos son
inferiores a los reportados por Ofiate (60) con 11.10 Ms/cm y Renddén (57) con valores de
20.83 Ms/cm a 32.50 Ms/cm respectivamente, esto podria deberse a la utilizacion de roca

fosforica en la elaboracion de los respectivos Bioles.

El analisis de varianza en el potencial de hidrogeno (pH) mostro diferencias (p<0.05) entre
los Bioles evaluados a los 15 y 30 dias, con valores inferiores a 5.5 en la tabla de referencia
indicarian una cualidad de fuertemente acido, el tratamiento con el menor acides fue T4 con
5.37 y 4.97, mientras la mayor acides se obtuvo de T1 con 4.81y 4.51, estos valores indican
una eficiente fermentacion microbiana especialmente de tipo lactica por la presencia de
yogur en los ingredientes del Biol (Tabla 4). Se observa un descenso respecto al tiempo lo
que indica que a partir de los 15 dias la fermentacién continda. Resultados inferiores a los
reportados por Medina (59) que fueron de 7.20 a 8.20 en bioles con fermentacién lactica y
sucesiva fermentacion lactica, no obstante similar a lo reportado por Araya (62), que obtuvo
valores de pH entre 4.9 al iniciar la elaboracién hasta 5.2 a los 30 dias de fermentacién los
bioles fueron inoculados con microorganismos efectivos y microrganismos de montafia y la

mezcla entre ellos.

En otros estudios se ha comprobado que el uso de microorganismos eficientes (EM) genera
un cambio en este pardmetro, en el compostaje de gallinaza Uribe et al., (54) indica que se

obtuvo un descenso de pH mas acelerado lo que estabiliza eficientemente el compost. De
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igual manera en el compostaje de residuos de cafia de azucar Garcés (55), determin6 que el
proceso de compostaje duro ocho semanas gracias a la intervencion de EM menor al tiempo

requerido 16 a 18 semanas.

La salinidad de los Bioles evaluados fue diferente (p<0.05) en los periodos de muestreo, a
los 15 dias T1, T2y T3 fueron similares estadisticamente con 4.03; 3.99y 4.67, T4 presento
el promedio més bajo con 3.08. A los 30 dias, T3 present6 el valor mas alto con 4.22
respectivamente, los valores fueron menores al transcurrir el tiempo, no obstante la tendencia

fue diferente.

4.1.3. Aporte nutricional de los Microorganismos Eficientes aplicados en

la elaboracién de Biol.

Los valores de la composicidn quimica de los Bioles enriquecidos con los microorganismos

eficientes aislados de observan en la Tabla 8.

Tabla 8. Composicion quimica de los Bioles enriquecidos con los Microorganismos
Eficientes (EM) aislados.

Tratamiento

Elemento Promedio DESVEST
T1 T2 T3 T4

Nitrogeno (%) 0.12 0.14 0.15 0.11 0.13 0.02
Fosforo (%0) 0.04 0.04 0.05 0.03 0.04 0.01
Potasio (%) 0.27 0.26 0.32 0.21 0.26 0.05
Calcio (%) 0.15 0.13 0.15 0.12 0.14 0.01
Magnesio (%0) 0.05 0.05 0.06 0.04 0.05 0.01
Boro (mg/kg) 0.03 0.03 0.36 0.29 0.18 0.17
Zinc (mg/kg) 3.77 3.62 4.21 2.89 3.62 0.55
Cobre (mg/kg) 1.44 1.51 1.50 1.30 1.44 0.10
Hierro (mg/kg) 76.20 75.00 94.10 57.80 75.78 14.83
Manganeso

(mg/kg) 6.64 7.18 8.68 5.62 7.03 1.28

DESVEST: Desviacion estandar.
Elaborado: AUTORA.

El contenido de nitrogeno (%) fue mayor en T3 con 0.15 no obstante, el promedio general

fue de 0.13+0.02 %, similar al reportado por Alava (58) en Bioles enriquecidos con bacterias
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acido lacticas con valores de 0.1 y 0.2 %. Alvarez (46), indica que la composicion de
nitrogeno del Biol a base de estiércol bovino y alfalfa es 0.092 %. Esta similitud podria
deberse a la fuente de estiércol bovino y la interaccion de los microorganismos. Araya (62),
encontré valores de 0.07 a 0.21% en Bioles fermentados por 30 dias, utilizando

microrganismos eficientes y microorganismos de montafia.

El porcentaje de fosforo obtuvo valores similares entre los tratamientos con valores entre
0.03y 0.05 % con una desviacion estandar de 0.01%. Resultados inferiores a los demostrados
por Ofiate (60) con 790 ppm lo que equivale a 0.079%, en el Biol enriquecido con roca
fosforica. Aparcana y Jansen (48), reporté un valor similar con 0.43 g/kg (0.043%), estos
autores indican que las caracteristicas y composicion del Biol estan relacionados a los
materiales con los que se prepara, por lo tanto cada Biol es Unico.

El contenido de potasio (%) del Biol T3 0.32% fue superior al promedio general (0.26+0.05),
mientras T4 obtuvo el valor més bajo con 0.21%, similares a los valores de Bioles
convencionales indicados por Aparcana y Jansen (48) con 0.266% (2.66 g/kg) y Siura (45)
con 0.229% (2297.5 mg/litro) y en el Biol enriquecido por bacterias acido lacticas reportados
por Alava (58) con 0.37%. El potasio es uno de los minerales con requerimientos mas altos
en la nutricion vegetal (24).

La presencia de calcio en los Bioles fue similar con valores entre 0.12 y 0.15% con una
desviacion estandar de 0.01%. Valores inferiores a los indicados por Alava (58), con 0.18 a
0.20% en Bioles enriquecidos con bacterias lacticas y a los demostrados por Ofiate (60) con
0.59% en Biol enriquecido con cal apagada, humus de lombriz, roca fosférica, cascaras de
huevo molidas, caballo chupa y alfalfa picada.

El magnesio estuvo presente con valores similares entre los Bioles evaluados con 0.04 a
0.06% respectivamente. Similar a los demostrado por Aparcana y Jansen (48) con 0.038%
(0.38 g/kg) en Bioles convencionales y a lo reportado por Alava (58) con 0.05 a 0.06% en

Bioles enriquecidos con 8 y 10% de inclusion de bacterias lacticas respectivamente.

El porcentaje de boro en el Biol T3 0.36 ppm fue superior al promedio obtenido (0.18+0.17
ppm), seqguido de T4 que obtuvo 0.29 ppm, mientras T1y T2 obtuvieron 0.03 ppm cada uno
respectivamente. Resultados inferiores a lo indicado por Alvarez (46), con 0.440 ppm en
Biol a base de estiércol bovino y alfalfa. Araya (62) encontrd valores de 0.2 a 0.8 ppm en

Bioles fermentados por 30 dias inoculados con EM y MM.
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El contenido de zinc (ppm) en los Bioles evaluados fue similar con valores de 2.89 a 4.21
ppm. Los resultados obtenidos fueron inferiores a lo indicado por Ofiate (60) con 12.0 ppm
esto podria deberse a la mayor diversidad de materiales en la elaboracion del Biol. Por su
parte Araya (62), encontrd valores similares con 1.73 a 6.48 ppm en Bioles inoculados con
microorganismos eficientes y microorganismos de montafia fermentados por 30 dias, este

autor utilizo como material pasto fermentado.

El cobre estuvo presente en proporciones similares, con valores entre 1.30 y 1.51 ppm con
un promedio general de 1.44+0.10 ppm, los resultados fueron superiores a los indicados por
Alvarez (46) que indica 0.036 ppm en Bioles convencionales, los compuestos a base de cobre

son utilizados como fungicidas-bactericidas.

La mayor diferencia entre los componentes del Biol estuvo en el contenido de hierro y
manganeso (ppm), T3 obtuvo los valores mas altos con 94.10 y 8.68 ppm, mientras T4
obtuvo los valores mas bajos con 57.80 y 5.62 ppm, con un promedio general de 75.78+14.83
y 7.03£1.28 ppm respectivamente. En estos componentes, Ofate (60), reporta valores de
36.00 ppm en hierro y 70.0 ppm de manganeso, estas diferencias podrian deberse a los

componentes en la elaboracién del Biol.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.

Conclusiones.

Se aislaron ocho microorganismos con capacidad fijadora de nitrogeno vy
solubilizadora de fésforo en igual proporcién, las caracteristicas de mayor frecuencia
fue colonias secas de forma irregular, ademas, formas filamentosas y conidioforos
que permitieron identificar posibles cepas de Streptomyces sp., Penicillium sp.,

Nocardia y Aspergillus sp.

El Biol con microorganismos de montafia (T1) presenté el mayor aumento de
temperatura y la mayor reduccién del pH, mientras el valor mas alto en la

conductividad eléctrica y salinidad se obtuvo del Biol pre-fermentado (T3).
El Biol pre-fermentado (T3) present6 los valores mas elevados de nitrégeno; fosforo;

potasio; calcio; magnesio; boro; zinc; hierro y manganeso, el Biol con

microorganismos eficientes (T2) mostrd el mayor contenido de cobre.
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5.2. Recomendaciones.

En base a los resultados obtenidos se recomienda:

e Confirmar mediante caracterizacion genotipica el género y especie de las cepas aisladas
que fueron descritas como posibles Streptomyces sp., Penicillium sp., Nocardia y
Aspergillus sp.

e Evaluar el uso del Biol pre-fermentado (T3) a nivel de campo, en pruebas de

germinacion, toxicidad y/o productivas.

e Difundir a los productores la metodologia de captura, propagacion y uso de

migroorganismos autdctonos para mejorar la salud y producciédn de los agroecosistemas.
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CAPITULO VII
ANEXOS



7.1. Anexos.

7.1.1. Anadlisis de varianza de las variables estudiadas.

Anexo 1. Analisis de varianza de la temperatura de los Bioles enriquecidos con
Microorganismos Eficientes (EM) a los 15 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF . F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 15.48187500 5.16062500 10.50 0.0011
Error experimental 12 5.89750000 0.49145833
Total 15 21.37937500

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.

Anexo 2. Analisis de varianza de la temperatura de los Bioles enriquecidos con

Microorganismos Eficientes (EM) a los 30 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF ) F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 0.43187500 0.14395833 1.65 0.2304
Error experimental 12 1.04750000 0.08729167
Total 15 1.47937500

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.

Anexo 3. Andlisis de varianza de la conductividad eléctrica de los Bioles enriquecidos

con Microorganismos Eficientes (EM) a los 15 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 9.02681875 3.00893958 7.03 0.0055
Error experimental 12 5.13592500 0.42799375
Total 15 14.16274375

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.
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Anexo 4. Andlisis de varianza de la conductividad eléctrica de los Bioles enriquecidos
con Microorganismos Eficientes (EM) a los 30 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF . F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 10.47710000 3.49236667 35.68 <.0001
Error experimental 12 1.17440000 0.09786667
Total 15 11.65150000

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.

Anexo 5. Andlisis de varianza del pH de los Bioles enriquecidos con Microorganismos
Eficientes (EM) a los 15 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF . F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 0.78402500 0.26134167 5.25 0.0152
Error experimental 12 0.59735000 0.04977917
Total 15 1.38137500

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.

Anexo 6. Anélisis de varianza del pH de los Bioles enriquecidos con Microorganismos
Eficientes (EM) a los 30 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 0.61281875 0.20427292 9.45 0.0017
Error experimental 12 0.25932500 0.02161042
Total 15 0.87214375

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.
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Anexo 7. Andlisis de varianza de la salinidad de los Bioles enriquecidos con

Microorganismos Eficientes (EM) a los 15 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF . F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 5.13681875 1.71227292 15.34 0.0002
Error experimental 12 1.33952500 0.11162708
Total 15 6.47634375

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.

Anexo 8. Andlisis de varianza de la salinidad de los Bioles enriquecidos con

Microorganismos Eficientes (EM) a los 30 dias.

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF ) F-Valor Pr>F
Cuadrados media
Tratamiento 3 4.73236875 1.57745625 19.77 <.0001
Error experimental 12 0.95772500 0.07981042
Total 15 5.69009375

FUENTE: ANALISIS ESTADISTICO SAS, 2004.
ELABORADO: AUTORA.
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7.1.2. Imégenes de la investigacion.

Anexo 9. Resultados del analisis de laboratorio.

LABORATORIO DE ANALISIS DE SUELOS Y PLANTAS
“SALBRA"

Malecén y primero de Agosto. Cantdn Mocache, Provincia Los Rios

Telf. 05 2 707012, Cel. 0988986645

RUC. 0200656999001

PROPIETARIO: HACIENDA: Evita FECHA: ANALITO
v s G
Fundacion MCCH Cantén ; 30 de Abril del Abonos
v Provincia: 2015 Liquido
Identificacion N |. P K Ca | Mg CE B | Zn | Cu Fe ! Mn
de la muestra
% Ms/cm mg/kg (ppm)
0.12 | 0.040 | 0.270 0;147 0.048 9.11 0.031 | 377 | 144 | 76.2 | 6.64
Biol T1
0.14 | 0.040  0.255 | 0.131 | 0.049 | 11.86 |0.030 | 362 | 151 | 750 | 7.18
Biol T2
0.15 | 0.047 | 0.319 | 0.145 | 0.056 8.45 0.36 | 421 | 150 | 941 | 8.68
Biol T3
0.11 | 0.030 | 0.205 | 0.124 | 0.037 10.32 0.29 | 289 | 1.30 | 57.8 | 562
Biol T4

Método Empleado: Digestion por via humeda con acido sulfurico mas oxido ae seienic

Javier Saltos M. Ing. Agr.}\

Respopsab

Wpfael Suelo
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