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“El mundo se ha especializado tanto,
que se ha tornado imposible para la gente

comprender nada en su totalidad”

Masanobu Fukuoka

“Los microorganismos son los guardianes invisibles de la agricultura,
estrategas en constante competencia entre ellos,

alquimistas que convierten la materia orginica en nutrientes,
contrabandistas capaces de transportar hacia el interior de la planta,

la magia misma de la vida”
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1. RESUMEN

La agricultura moderna industrializada se basa en el uso de fertilizantes y plaguicidas
quimicos sintéticos, cuyo uso indiscriminado repercute negativamente en los
agroecosistemas y otros ecosistemas, deteriorando la calidad de suelos y cuerpos de agua,
asi como también afectando negativamente la salud humana y la economia de los pequefios
productores. La sobreexplotacion del suelo, el exceso de laboreo, en conjunto con el uso
excesivo de maquinaria y agroquimicos, y la falta de estrategias de conservacion e
incorporacion de materia orgdnica, han conducido a la degradacion de las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas que determinan la productividad de los suelos. Los
biopreparados son preparados biolégicos en base a restos orgdnicos, sales minerales y
agua, que aportan al suelo nutrientes, materia orgdnica y microorganismos que mejoran la
disponibilidad de nutrientes que las plantas necesitan, y pueden tener una incidencia

positiva en el control de enfermedades y plagas.

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar fisicoquimica y microbioldgicamente tres
tipos de biopreparados: Bokashi, Supermagro y Microorganismos Eficientes Nativos (MEN),
y evaluar el efecto de su utilizacion sobre la comunidad microbiana del suelo y el

rendimiento de los cultivos de papa y de lechuga.

Se caracterizé microbiolégicamente los biopreparados por la técnica de recuento en placa
y por secuenciacién masiva de fragmentos de ADN. Los resultados obtenidos indican que
los diferentes tipos de biopreparados presentan comunidades microbianas diferentes en su
composicidn. Los ingredientes con que se fabrican pueden ser sustituidos por otros de
mayor acceso por parte del productor, sin que la estructura de la comunidad microbiana
varie, siempre que los nuevos ingredientes cumplan con ciertas caracteristicas especificas
del ingrediente a sustituir. La estabilidad de las poblaciones de los principales grupos de
interés permite el almacenamiento de los biopreparados por parte del productor por al

menos 4 meses.



Con el objetivo de evaluar el efecto del agregado de biopreparados en la comunidad
microbiana del suelo y en el rendimiento de los cultivos, se establecieron dos ensayos, uno
en campo con cultivo de papa y otro en condiciones controladas con lechuga. Se observd
que la aplicacién de biopreparados incrementé la abundancia de los grupos de

microorganismos de interés en el suelo y promovio el crecimiento de lechuga y papa.

Se concluye que los biopreparados son herramientas Utiles para la agroecologia por su
aporte de nutrientes, materia organica y microorganismos al suelo, es importante continuar
investigando con el fin de perfeccionar sus formulaciones y dosis de aplicacién, y maximizar
sus aportes al rendimiento de los cultivos, a la salud del suelo, y a la sustentabilidad de los

agroecosistemas.



2. INTRODUCCION

2.1. Modelo de agricultura hegemodnico en el mundo

La agricultura convencional se basa en el uso de fertilizantes y plaguicidas sintéticos, cuyo
uso masivo repercute en los ecosistemas, deteriorando la calidad de suelos y cuerpos de
agua, asi como también afectando negativamente la salud humana y la economia de los
pequefios productores (Gliessman, 2002). La sobreexplotacion del suelo, en conjunto con
el uso excesivo de maquinaria y agroquimicos, y la falta de incorporacién de materia
orgdnica, han conducido a la degradacién de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
gue determinan la productividad de los suelos (Viteri, 2002). Los monocultivos, de la mano
con la utilizacion de agroquimicos, pueden provocar una marcada disminucién de la
diversidad de microorganismos y un aumento en el desarrollo de plagas, enfermedades y
malezas al provocar un desequilibrio en el agroecosistema (Morales, 2008). Los alimentos
gue contienen residuos de plaguicidas deterioran la calidad y esperanza de vida de las
personas, teniendo como consecuencia problemas particularmente graves en quienes viven

cerca de zonas de aplicacidon de los mismos (Karam et al., 2004; Hernandez et al., 2017).

Otro aspecto negativo de la agricultura basada en el uso masivo de agroquimicos, es la
pérdida de diversidad de las variedades de cultivos tradicionales, siendo reemplazadas por
las variedades comerciales modernas mdas adecuadas al método de agricultura
convencional (Acosta, 2007), lo que repercute en una pérdida de soberania alimentaria,
tanto por la utilizacidon de variedades estandar para simplificar el manejo, asi como por el

dificil acceso a alimentos libres de agroquimicos (Barg & Queirds, 2007).

En lo que respecta a lo social, la agricultura industrial no beneficia la diversificaciéon
econémica ni fomenta la soberania ni diversidad alimentaria. Los productores a escala
familiar se vuelven dependientes econdmica y culturalmente al entrar en el modelo
agroindustrial, al adquirir conocimientos ajenos que no pueden sostener con
independencia, lo que resulta en endeudamientos y en desapego de las practicas

tradicionales y culturales que forman su identidad (Saldana & Ocampo, 2006). Esta
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dependencia genera también dificultades a los productores que quieran cambiar sus
practicas productivas por otras amigables con el ambiente, careciendo de herramientas

para producir sin depender de insumos comerciales.

Todo esto es consecuencia de un modelo de agricultura que se ha implementado desde la
segunda parte del siglo veinte y sigue vigente, profundizando cada vez mas los perjuicios

antes comentados.
2.2. Modelo de agricultura en Uruguay

Uruguay se ha visto afectado por las practicas agricolas modernas, sufriendo impactos
negativos en el ambiente, en los suelos cultivables y en cuencas hidrolégicas, asi como
impactos sociales en lo que refiere a la concentracion de la tierra y su extranjerizacién
(Gazzano & Gomez, 2015). A fines de la década de 1990, se introdujeron en Uruguay los
vegetales transgénicos en la produccién agraria. La incorporacion de estos organismos
genéticamente modificados (OGM) se enmarca dentro de un paquete tecnolégico que
produce un ecosistema modificado, reducido en diversidad funcional para facilitar la
regulacion del sistema mediante la aplicacién de insumos externos (Ceroni, 2017). Este
sistema se vincula a una oferta de tecnologia, compuesta de semillas transgénicas
resistentes a herbicidas (principalmente glifosato) y paquetes de siembra directa,
maquinaria agricola sofisticada, y aplicacion de herbicidas y fertilizantes quimicos
altamente solubles (Achkar et al., 2008). Esta situacidon generd una acelerada reproduccién
del capital en el campo, aumentando los niveles de productividad y de ganancia de la
produccién, lo que atrajo la instalacion de empresas transnacionales (Oyhantcabal &
Narbondo, 2011) y a muchos inversores extranjeros con légicas de produccién muy
diferentes a la del agricultor tradicional, quien se ha visto perjudicado en el proceso. Estos
inversores del agro encontraron en la agricultura una opcién atractiva para realizar
inversiones que podian llegar a ser seguras y que generaban rentabilidades competitivas
con otros sectores de la economia (Arbeletche et al. 2007). Estos productores, realizan la
mayor parte de los cultivos en tierras arrendadas, tercerizan la mayor parte de los servicios

(siembra, tratamientos, cosecha) y actian fundamentalmente como gerenciadores del
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negocio agricola. Tienen en general una escasa vinculacion con la tierra, por lo que no tienen
compromiso con la sustentabilidad del sistema, realizando cultivos por 4 a 5 afios para luego
migrar a nuevas tierras (Bruno et al., 2011). Este modelo de agricultura industrial ha crecido
intensamente en los ultimos afios con la explosidon de la soja transgénica, cuyo cultivo
multiplicé entre 2000 y 2014 mas de 100 veces el area sembrada y su produccion (Galeano
et al., 2016), pasé entre esos afios de 12 mil hectdreas a 1,3 millones de hectdareas. Este
proceso también es evidenciado por el aumento de la importacion de fertilizantes (340%) y

herbicidas (874%) ocurrida entre 2002 y 2014 (DIEA-MGAP, 2016).

Este sistema de produccidn, asociado a la semilla de soja transgénica resistente a glifosato
y a la siembra directa, bajo una alta intensificacién de agricultura continua que sustituye las
rotaciones tradicionales agricultura-pradera, tiene consecuencias ambientales altamente
negativas, produciendo modificaciones en la estructura fisico-quimica de los suelos de
Uruguay, disminuyendo el contenido de materia organica y de nutrientes, ademas de una
contaminacién de las aguas superficiales y subterraneas por el uso excesivo de fertilizantes
y agroquimicos (Achkar et al., 2009). En nuestro pais existen investigaciones con
experimentos de largo plazo que abarcan varias décadas, donde se evallian los efectos
positivos en el suelo, de las rotaciones (Mordn et al., 2003; Bajsa, 2015) y varias experiencias

practicas documentadas (de Ledn et al., 2000; Huertas et al., 2005).

Los agroquimicos, en algunos casos, son aplicados en dosis preventivas sin tener en cuenta
los requerimientos del suelo ni el momento mas eficiente para su aplicacion. A pesar de que
la siembra directa, al no requerir mover el suelo mediante el arado, trae beneficios en
cuanto a la disminucion de la erosiéon del suelo (Derpsch et al., 2000), no es asi en cuanto a
la aplicacidn de los fertilizantes, que al no ser incorporados al suelo mediante la practica del
arado, quedan en la superficie y se pierden en gran parte por volatilizacién en el caso del
nitrogeno, contaminando la atmdsfera con gases de efecto invernadero, o por lavado
superficial en el caso del fésforo, produciendo una eutrofizacién en los cuerpos de agua,
promoviendo floraciones de bacterias toxicas que afectan a animales y humanos (Kruk et

al., 2013). Por otra parte el excesivo uso de agroquimicos, contamina el medio fisico de los



ecosistemas y tiene efectos negativos sobre los microorganismos del suelo (Altieri &
Pengue, 2005), abejas y otros insectos (Ruiz-Toledo & Sanchez-Guillén, 2014), peces
(Teixeira de Mello, 2007; Rapal, 2012), ademas de afectar la salud de las personas que
aplican en el terreno estas sustancias (Palacios-Nava et al., 1999; Nogar & Larsen, 2014;
Riccioppo, 2011), asi como la de los consumidores que entran en contacto con los alimentos
contaminados (Trejos & Cedeiio, 2016). Ernst et al (2018), identificaron la presencia de 30
plaguicidas en peces de los rios Uruguay y Negro, dos de los tres principales del pais,
sugiriendo que el uso de los suelos agricolas esta intimamente relacionado con la
contaminacién por plaguicidas en peces, que pueden ser consumidos luego como alimento
por las personas. En 2019 se importaron en Uruguay, 10.629 toneladas de principios activos
de herbicidas, cuyo uso intensivo es causante también de la aparicién de malezas

resistentes (Carcamo, 2020).

El exceso de nutrientes ha causado la eutrofizacidon de un gran nimero de cursos de agua,
como por ejemplo el rio Santa Lucia, laguna del Sauce y laguna del Cisne (Kruk et al., 2013).
Entre las principales causas del deterioro de la calidad del agua se encuentran el uso de
suelo para agricultura industrial, tambos y el vertimiento de aguas urbanas y desechos
industriales, lo cual lleva a la contaminacion con fésforo, nitrégeno y metales pesados, en
algunos casos teniendo como consecuencia el crecimiento de cianobacterias y la mortandad
de peces (Bonilla et al., 2015). En el caso de la laguna del Cisne, de donde se abastece de
agua potable a mas de 30.000 personas del drea de la Costa de Oro, Canelones, estas
actividades resultaron en un deterioro importante de la calidad del agua y de la vida en el
area, afectando a la salud de la poblacién que reside en la zona, siendo constatados casos
de diarrea, sarpullidos, ardor y tos (RAPAL, 2012). Todo esto condujo al establecimiento de
medidas cautelares para la regulacidon de las actividades productivas y el uso del suelo en
esa area, con la intencién de hacer una transicién hacia actividades agroecoldgicas
amigables con el ambiente, en orden de proteger este reservorio de agua dulce

(Intendencia de Canelones, 2015).



Con el objetivo de contrarrestar los efectos negativos del uso intensivo del suelo, existen
reglamentaciones del Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, que exigen a los
productores agropecuarios la presentacion de un plan de uso y manejo responsable del
suelo, que tenga en cuenta las practicas de manejo, la secuencia de cultivos, y la erosién
tolerable (MGAP, 2020). Sin embargo, estas medidas sélo apuntan a disminuir la erosion,
mientras que la contaminacién quimica y la degradacién biolégica de los suelos no estan

contempladas.

Las consecuencias negativas de este modelo de agricultura basada en los agroquimicos,
hacen surgir la necesidad de encontrar un modelo distinto de producciéon, que no
contamine ni dafie la salud de las personas. En este marco cobra importancia la
agroecologia, la cual incorpora ideas sobre un enfoque de la agricultura ligado al ambiente

y mas sensible a las necesidades sociales (Altieri, 1999).
2.3. La agroecologia como alternativa al modelo de agricultura convencional

La agroecologia es un enfoque multidisciplinario abocado al estudio de los sistemas
agricolas desde un punto de vista agronémico, ecolégico, socioeconédmico y cultural. Esta
es definida como una alternativa al modelo agroindustrial, mediante un manejo sustentable
de los agroecosistemas donde se incluye la accién social colectiva (Castillo, 2002), lo que
permite la viabilidad econdmica, social y ecoldgica de la agricultura familiar de pequena y

mediana escala, que no es compatible con el modelo agroindustrial (Barg & Queirds, 2007).

Los sistemas agroecolégicos se caracterizan por ser biodiversos, resilientes ante cambios
climaticos, energéticamente eficientes, y tienen un componente de justicia social referente
a la calidad de vida de los productores, lo que abarca aspectos sociales, culturales y
econdmicos. Ademas los sistemas agroecoldgicos se enfocan siempre en el camino de
alcanzar la soberania alimentaria. Estos se enfocan en la diversidad para promover
interacciones bioldgicas benéficas entre las distintas partes del agroecosistema, logrando
asi regenerar los suelos y mantener la productividad (Altieri, 1999). Para alcanzar las

caracteristicas mencionadas, la agroecologia define una serie de principios basicos que



incluyen: el reciclaje de nutrientes y energia, la sustitucién de insumos externos, el
incremento de la materia organica y la actividad biolégica del suelo, la diversificacion de las
especies de plantas y los recursos genéticos de los agroecosistemas, la integracion de los
cultivos con los animales, y la optimizacion del sistema agricola en su totalidad, en lugar de

los rendimientos aislados de las distintas especies (Altieri & Toledo, 2011).

La agroecologia entonces, busca desarrollar agroecosistemas con una dependencia minima
de agroquimicos y energia externa, de modo de generar sistemas agricolas complejos en
los cuales las interacciones ecoldgicas y los sinergismos entre sus componentes bioldgicos
permitan la sustentabilidad de la produccién y del agroecosistema (Altieri, 2009). Esto se
puede lograr optimizando el uso de insumos locales, en especial en la misma chacra, tales
como plantas, animales, y agua, logrando asi reciclar materia organica (Altieri, 2009). Por
ejemplo produciendo biopreparados para incrementar la fertilidad y salud del suelo,
mediante la incorporacién de lo que se conoce como las “3M”: materia organica, minerales

y microorganismos.

2.4. La importancia de los microorganismos y su relacion con la salud del

suelo

Los microorganismos constituyen un grupo de organismos que abarca bacterias,
arqueobacterias, hongos, algas, protozoos y virus. Estos han surgido muy tempranamente
en la evolucion adaptandose a las diversas condiciones ambientales del planeta, resultando
en un grupo con una gran diversidad (Frioni, 2006). La diversidad microbiana se evidencia
de muchas maneras, como por ejemplo, variaciones en la morfologia, en las estrategias
metabdlicas, en la movilidad, en los mecanismos de divisidn celular, en la patogenicidad, en
la adaptacién a condiciones ambientales extremas, y en la filogenia. Los microorganismos
estan implicados en los ciclos biogeoquimicos de la vasta mayoria de elementos de nuestro
planeta y realizan muchos procesos quimicos que son necesarios para otros organismos, es
por esto que la vida en nuestro planeta depende fundamentalmente de la actividad de los

organismos (Brock et al., 2003). La diversidad de los microorganismos asi como sus



interrelaciones con otros microorganismos y con el ambiente, los convierten en
herramientas versatiles para resolver los mas diversos problemas en distintos campos de la
ciencia y de la vida. Es por esto que los microorganismos son utilizados en tecnologia
médica, salud humana y animal, procesamiento de alimentos, seguridad y calidad
alimentaria, ingenieria genética, proteccion del medio ambiente, en agricultura,

tratamiento de residuos, y distintas aplicaciones biotecnoldgicas (Higa y Parr, 1994).

En los agroecosistemas, los microorganismos del suelo juegan un papel fundamental en los
procesos y dindmicas del ecosistema del suelo, haciendo posible las multiples funciones
necesarias para la sustentabilidad del mismo (Delgado-Baquerizo et al., 2016; Wagg et al.,

2019).

Desde el punto de vista de las ciencias agricolas, los microorganismos pueden clasificarse
como dafiinos, benéficos o neutros para los cultivos vegetales. Los microorganismos
benéficos son aquellos que pueden cumplir funciones como fijar nitrégeno atmosférico,
descomponer desechos y residuos organicos, metabolizar plaguicidas para eliminarlos del
suelo, suprimir las enfermedades de las plantas y patégenos que habitan el suelo, producir
compuestos como vitaminas, hormonas y enzimas que estimulan el crecimiento de las
plantas, acelerar el ciclo de los nutrientes en el suelo, entre otras (Frioni, 2006; Cerrato y
Alarcén, 2001). Por su parte los microorganismos dafiinos son los que pueden inducir
enfermedades de las plantas, estimular el desarrollo de los patdgenos en el suelo,
inmovilizar nutrientes y producir sustancias toxicas que pueden afectar de manera negativa

el crecimiento y la salud de las plantas, asi como la calidad de la cosecha (Higa y Parr, 1994).

Cuando se quieren estudiar los microorganismos en el suelo es importante analizar la
diversidad y la abundancia de los mismos. La abundancia puede ser muy variable a
pequefiias escalas de tiempo segln el clima y distintas practicas de manejo aplicadas en un
suelo, sin embargo la diversidad puede colaborar con la comprensidon de las distintas

funciones que hay en un suelo (Venkateswarlu y Srinivasarao, 2005).



Se estima que la cantidad de especies en un gramo de suelo es del orden de 10* (Torsvik et
al., 2002) sin embargo, se estima que solamente entre el 1 y el 5% de las especies
microbianas son cultivables por los métodos tradicionales (Cadena-Zamudio et al., 2016).
Utilizando distintos medios de cultivo selectivos se puede estimar el tamafio poblacional de
distintos grupos de microorganismos del suelo, asi como realizar aislamientos de especies
y cepas o buscar microorganismos que cumplan distintas funciones benéficas como

solubilizar fosforo, fijar nitrégeno, etc.

Dentro de la gran diversidad de microorganismos de interés agricola, esta tesis se centra en
el estudio de grupos que se han encontrado en otros biopreparados y que resultan de
interés por las funciones benéficas que pueden tener en el suelo. Dentro de estos grupos

de interés se pueden encontrar:

- Bacterias acido lacticas: producen acido lactico a partir de azlcares y otros carbohidratos
presentes en el medio (Hussain et al. 1999). El acido lactico es un compuesto
antimicrobiano, suprime microorganismos patégenos (Lavermicocca et al., 2000; Makras
et al., 2006) y mejora la descomposicion de la materia orgdnica (Higa y Kinjo 1991). Estas
bacterias promueven la fermentacion y descomposicién de materiales como la lignina 'y

celulosa (Gao et al. 2008; Valerio et al. 2008).

- Actinobacterias: son bacterias morfolégicamente similar a las hifas de los hongos. Tienen
la capacidad de producir una enorme variedad de sustancias antimicrobianas (Doubou et
al., 2001; Franco-Correa, 2009). Estas sustancias pueden suprimir hongos y bacterias
daiinas. De esta manera colaboran con las caracteristicas supresoras de enfermedades
en los suelos (Condor et al., 2007). Ademas de la produccion de metabolitos secundarios
con actividad biolégica, también son capaces de producir diversas enzimas extracelulares
como lipasas, fosfolipasas, nucleasas, proteasas, amilasas, quitinasas, lignina-hidrolasas,
celulasas, que permiten descomponer polimeros complejos, por lo que son excelentes
descomponedores de materia organica, interviniendo en el ciclaje de los nutrientes

(Chaudhary et al., 2013).
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- Bacterias fototrdéficas: Estas bacterias son un grupo de microorganismos autoétrofos
facultativos y producen sustancias utiles a partir de compuestos secretados por las raices
de plantas y materia organica, utilizando la luz como fuente de energia (Kim et al. 2004).
Las sustancias secretadas por estas bacterias incluyen aminoacidos y polisacaridos (Kim

y Lee 2000).

- Levaduras (hongos unicelulares): Las levaduras sintetizan sustancias utiles, necesarias
para el crecimiento de las plantas a partir de aminoacidos y azlcares secretados por
bacterias fototréficas, materia organica y raices de plantas (Higa 2000). Las sustancias
como las hormonas y enzimas producidas por las levaduras promueven la divisidn activa
de células y raices. Las secreciones también son sustratos Uutiles para otros
microorganismos como las bacterias del acido lactico y actinobacterias (Hussain et al.

2002).

- Hongos filamentosos: los hongos ocupan un rol fundamental en la descomposicidn de la
materia organica del suelo. Pueden descomponer polimeros complejos como la lignina
(Ortiz, 2009). Ademds, producen compuestos que inhiben la proliferaciéon de

microorganismos patogenos (Higa y Parr, 1994).

En forma paralela, los métodos de microbiologia molecular permiten detectar la gran
mayoria de los microorganismos en una muestra, incluyendo los que pueden ser cultivados
y los que no. Esto permite estudiar la estructura de la comunidad microbiana de un suelo e
identificar la presencia de microorganismos especificos. Algunos de estos métodos se basan
en el analisis de secuencias de ADN, que por sus caracteristicas permiten la identificacion
de individuos a distintos niveles taxondmicos, pudiendo en algunos casos llegar a

identificarlos a nivel de especie (Kirk et al., 2004).

Hay estudios que demuestran que la diversidad microbiana promueve la multifuncionalidad
de los ecosistemas terrestres (Bardgett & Van Der Putten, 2014; Delgado-Baquerizo et al.,
2016) y que las practicas agricolas tienen consecuencias en la estructuracién de la

diversidad, pudiéndola hacer mas o menos rica en especies o en diversidad de funciones
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por parte de los microorganismos (de Vries et al., 2012). Algunas practicas que disminuyen
la diversidad son el arado (Kennedy, 1999), la aplicaciéon de plaguicidas y herbicidas
(Pampulha y Oliveira, 2006), y por otro lado algunas practicas que la incrementan son las

rotaciones de los cultivos (Bajsa, 2015) y la aplicacion de biopreparados (Dong et al., 2019).
2.5. Los biopreparados, una herramienta para regenerar los agroecosistemas

Entre las herramientas que provee la agroecologia, los biopreparados son de las mas
importantes, ya que permiten el ingreso de materia orgdnica, nutrientes y microorganismos

al suelo, mejorando su estructura y su fertilidad.

Los biopreparados se basan en sustancias que contienen organismos vivos y se utilizan en
la inoculacion de semillas o en aplicaciones directas al suelo y plantas, con el objetivo de
mejorar la fertilidad del suelo y acelerar el crecimiento de los cultivos como resultado del
incremento de la densidad poblacional microbiana en las proximidades del sistema radical

(Hamdi, 1985).

Martinez (2002), plantea que los biopreparados incluyen a todos los recursos bioldgicos,
gue a través de la intervencidn humana estimulan el desarrollo de los cultivos agricolas
mediante transformaciones por parte de los microorganismos, de elementos o compuestos
gue se encuentran en formas no aprovechables, a formas que puedan ser utilizadas por la

planta.

Restrepo (2007), expresa que los biopreparados sirven para nutrir, recuperar y reactivar la
vida del suelo, aumentan la fertilidad del suelo y la salud de las plantas, protegiendo a los
cultivos contra el ataque de hongos e insectos. De esta manera sirven para sustituir los
fertilizantes quimicos altamente solubles de la industria, los cuales ademas de representar
un gasto sustantivo para los productores, pueden resultar contaminantes y téxicos. Explica
que al fortalecer el equilibrio nutricional, esto tiene consecuencias en el sistema de defensa
de las plantas, este equilibrio se fortalece a través de los acidos organicos, las hormonas de
crecimiento, vitaminas, minerales, enzimas y co-enzimas, carbohidratos y aminoacidos.

Esto estd relacionado con la teoria de la trofobiosis que relaciona la nutriciéon de un cultivo
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con la incidencia de enfermedades y plagas. Esta teoria plantea que una planta cultivada
serd atacada por un organismo patdgeno cuando existe un desequilibrio nutricional que
causa un exceso de nutrientes en la savia de la planta de la cual los insectos pueden
alimentarse. Las defensas de los vegetales estan determinadas entre otras cosas, por una
nutricion equilibrada, la cual impide la acumulacién de estas sustancias nutritivas en la
savia, a diferencia de lo que ocurre cuando se aplican fertilizantes quimicos (Chaboussou,

1986).

Los biopreparados, a pesar de contener cantidades menores de nutrientes en comparacién
con los fertilizantes sintéticos, mantienen una disponibilidad mas constante de los
elementos durante el desarrollo del cultivo, repercutiendo en una nutricion mas
equilibrada. Ademads pueden contener sustancias himicas y fulvicas, las cuales mejoran la
estructura del suelo, y modifican propiedades como el pH, la capacidad de intercambio
cationico, la disponibilidad de nutrientes e incrementan la poblacién microbiana,

propiciando el desarrollo del cultivo (Trinidad, 2013).

Los procesos metabdlicos como la respiracién aerobia o la fermentacién por parte de los
microorganismos presentes en estas preparaciones, degradan los restos organicos vy
producen moléculas capaces de ser asimiladas por las plantas (BID, 2009). La incorporacién
de estas preparaciones al suelo aumenta el tamafio de las poblaciones microbianas y su
diversidad. Esto permite mejorar la salud tanto del suelo como de los cultivos mediante la
competencia con microorganismos fitopatdgenos y la secrecién de sustancias beneficiosas
para los cultivos (Van Elsas et al., 2002). Por su aporte en micronutrientes, a diferencia de
los fertilizantes quimicos que en general aportan sdlo los macronutrientes, el producto final
cosechado serd mas rico en minerales y vitaminas (Restrepo, 2007; Rembialkowska et al.,

2021).

Ademas de su aporte a la salud del suelo, los biopreparados aportan a la autonomia de los
productores, que pueden utilizar recursos generados en su propia chacra tales como
estiércol, rastrojo, ceniza, etc., independizandose de la adquisicién de insumos en el

mercado. Los biopreparados ademds son adaptables a la realidad de cada productor y no
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son insumos estandarizados que buscan que el productor se adapte a ellos. Por lo que se
puede decir que la aplicacion de biopreparados orgdnicos puede ayudar a la independencia,
y reforzar vinculos entre agricultores, un mayor apego a la actividad que se desarrolla, y en

consecuencia, un mayor cuidado del ambiente (Restrepo, 2007).

Entre los biopreparados mas difundidos en Latinoamérica y en Uruguay se encuentran:
Bokashi, Supermagro y Microorganismos Eficientes Nativos, los cuales fueron estudiados en

este trabajo.

2.5.1. Bokashi

El Bokashi, es un biopreparado sélido hecho a base de desechos vegetales (por ej. cdscara
y salvado de arroz y carbén molido), excretas animales (estiércol de vaca o de otros
animales), melaza, levadura, tierra y agua, se puede agregar polvo de rocas, carbonato de
calcio, ceniza de fogdn, entre otros ingredientes locales. Es utilizado para aportar
gradualmente al suelo nutrientes solubles rdpidamente disponibles para su absorcién por
las raices, a partir de moléculas complejas de liberacion lenta, materia organica que mejora
las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato, y una comunidad microbiana que
descompone la materia organica y puede producir fitohormonas bioestimulantes del
crecimiento vegetal y controlar la proliferacién de microorganismos patdgenos (Shintani,
2000). Este tipo de abono organico es de bajo costo ya que existe la posibilidad de utilizar
recursos locales, y sustituir ingredientes como por ejemplo la cascarilla de arroz por aserrin

u otros materiales secos (Pineiro, 2009).

El bokashi se produce mediante un proceso de descomposicidn aerdbica de los residuos
organicos, a temperaturas controladas, llevada adelante por las poblaciones de
microorganismos existentes en los propios residuos. En condiciones favorables se produce
un material parcialmente estable, de lenta descomposicion, mediante el cual se incorporan
al suelo materia organica y nutrientes esenciales como: nitrégeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre y boro, mejorando sus condiciones fisicas y

quimicas (Restrepo, 1996). La incorporacién de bokashi es una buena alternativa para
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restablecer el equilibrio en los suelos, al ser un producto que aporta una importante
actividad biolégica, como son las actinobacterias, las levaduras, los bacterias acido lacticas,
y una amplia diversidad de hongos y bacterias que cumplen diversas funciones en la

ecologia del suelo (Restrepo, 2007).

Restrepo (2007) sefiala algunas ventajas practicas de este tipo de abonos: no se forman
gases toxicos ni malos olores, el volumen producido es adaptable a pequeias cantidades,
se desactivan los agentes patdgenos por las altas temperaturas alcanzadas, la elaboracién
es rapida (15 a 30 dias), tiene bajo costo de produccion, lo que colabora con la

independencia econémica de los productores.

En el proceso de elaboracién del bokashi hay dos etapas bien definidas: La primera etapa
es la estabilizacion, en la que la temperatura alcanza hasta 70°C, debido a una alta actividad
microbiana. Estas temperaturas comienzan a bajar gradualmente debido al agotamiento de
las fuentes energéticas. La segunda etapa es la maduracidn, en la cual la degradacion de la
materia organica con mayor contenido de carbono tiene lugar, hasta llegar a un estado ideal

para su utilizacidn (Restrepo, 2007).

Restrepo (2007) sefiala los factores que afectan el proceso de produccién del bokashi:

- Temperatura: depende del incremento de la actividad microbioldgica del abono, que
comienza después de la etapa de la mezcla de todos los ingredientes. Aproximadamente
14 horas después de haberlo preparado, el abono debe presentar temperaturas que
pueden superar los 50 2C, lo que es una buena sefial para continuar con las demas etapas
del proceso. El incremento de temperatura debe controlarse con el mezclado para que

no afecte negativamente a los microorganismos.

- pH: la elaboracion de este tipo de abono requiere que el pH se mantenga entre 6y 7,5,
ya que los valores extremos podrian inhibir la actividad microbiolégica necesaria para
gue ocurra la degradacion de los materiales. Este se puede incrementar afiadiendo

carbonato de calcio o ceniza, o disminuir afiadiendo estiércol.
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- Humedad: la humedad 6ptima para lograr la maxima eficiencia del proceso de la
produccion del abono oscila entre el 50% y el 60%. Tanto la falta de humedad como su
exceso son perjudiciales para la actividad microbiana y la obtencion final de un buen
abono organico fermentado. Cuando la humedad es inferior al 35%, se enlentece la
descomposicion aerdbica de los materiales organicos que forman parte del preparado.
La forma mas practica de ir probando que la humedad esta en el rango ideal es por medio
de la prueba del puiiado o pufio, la cual consiste en tomar con la mano una cantidad de
la mezcla y apretarla, de la cual no deberan salir gotas de agua entre los dedos y se

deberd formar un terrén quebradizo en la mano.

- Aireacion: la presencia de oxigeno o una buena aireacidn es necesaria para que no
existan limitaciones en el proceso aerdbico de produccién del abono. Por esto es
importante la mezcla frecuente de los ingredientes mediante el volteo de la pila de

bokashi. Esto ademas contribuye a mantener la temperatura en el rango éptimo.

- Tamanfo de las particulas de los ingredientes: la reduccién del tamafio de las particulas
de los componentes del abono puede presentar la ventaja de aumentar la superficie para
su descomposiciéon microbioldgica. Sin embargo, el exceso de particulas muy pequefias
puede llevar facilmente a una compactacién que favorece el desarrollo de un proceso

anaeradbico.

- Relacién carbono-nitrégeno: la relacidon tedrica e ideal para la fabricacién de un buen
abono de rapida fermentacion se calcula que es de 15:1 a 30:1. Las relaciones menores
pueden resultar en pérdidas considerables de nitrdgeno por mineralizacidn y posterior

volatilizacién; por otro lado, relaciones mayores resultan en descomposicién mas lenta.

Restrepo (2007) explica las caracteristicas de los ingredientes tipicos que se utilizan para la

fabricacion de este abono organico:

- Carbén vegetal: mejora las caracteristicas fisicas del suelo, como su estructura, lo que
facilita una mejor distribucién de las raices, la aireacién y la absorcion de humedad y

calor. Su alto grado de porosidad beneficia la actividad microbiolégica, al mismo tiempo
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que tiene la capacidad de retener, filtrar y liberar gradualmente nutrientes utiles a las

plantas, disminuyendo la pérdida y el lavado de éstos en el suelo.

Estiércol de vaca, ave, caballo, u oveja: es la principal fuente de nitrégeno en la
elaboraciéon de los abonos organicos. Su aporte basico consiste en mejorar las
caracteristicas vitales y la fertilidad de la tierra con nutrientes como nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio, magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre y boro, entre otros elementos.
Dependiendo de su origen, puede aportar indculo microbiano y otros materiales
organicos en mayor o menor cantidad, los cuales mejorardn las condiciones bioldgicas,

quimicas y fisicas del terreno donde se aplicaran los abonos.

Cascarilla de arroz: este ingrediente mejora las caracteristicas fisicas de la tierra y de los
abonos organicos, facilitando la aireacidn, la absorcién de humedad vy el filtrado de
nutrientes. También beneficia la actividad microbiolégica del suelo, al mismo tiempo que
estimula el desarrollo uniforme y abundante del sistema radical de las plantas asi como
de sus interacciones con los microorganismos de la rizosfera. Es ademds, una fuente rica
en silicio, lo que favorece a los vegetales, pues los hace mas resistentes a los ataques de
insectos y enfermedades. En la forma de cascarilla carbonizada, aporta principalmente

silicio, fosforo y potasio.

Salvado o afrechillo de arroz: es uno de los ingredientes que favorecen, en alto grado, la
fermentacion de los abonos, incrementada por el aporte de vitaminas presentes en el

salvado de arroz.

Melaza de cafia: debido a su alto contenido en azlcares, es la principal fuente energética
para el proceso de descomposicion de los abonos organicos por parte de los
microorganismos. Favorece la actividad microbiolégica; es rica en potasio, calcio, fésforo

y magnesio; y contiene micronutrientes, principalmente boro, zinc, manganeso y hierro.

Levadura o mantillo de monte: estos ingredientes constituyen la principal fuente de
inoculacién con microorganismos para la elaboracion de los abonos organicos, otra

fuente de inéculo es el estiércol de rumiantes y la tierra.
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Tierra : en muchos casos, ocupa hasta una tercera parte del volumen total del abono que
se desea elaborar. Tiene la funcidon de dar una mayor homogeneidad fisica al abono y
distribuir su humedad, es medio propicio para el desarrollo de la actividad microbiolégica
de los abonos. Ademds funciona como esponja, al tener la capacidad de retener, filtrar y
liberar gradualmente nutrientes a las plantas de acuerdo con las necesidades de éstas.
Dependiendo de su origen, puede aportar variados tipos de arcillas, microorganismos y

otros elementos minerales indispensables para el desarrollo de los vegetales.

Carbonato de calcio o ceniza: su funcidn principal es regular el pH durante el proceso de

fermentacion. La ceniza ademas provee minerales.

Ceniza o polvo de rocas: aportan elementos minerales, llamados micronutrientes, que
en pequeias cantidades son esenciales para el desarrollo de la planta, lo que repercute
en la nutricion de los cultivos y un mejor vigor para resistir el ataque de plagas y

enfermedades.

Agua: tiene la finalidad de homogeneizar la humedad de todos los ingredientes que
componen el abono. Propicia las condiciones ideales para el buen desarrollo de la

actividad y reproduccién microbiolégica.

Este biopreparado es muy utilizado en Latinoamérica por campesinos y se han obtenido
buenos resultados en el cultivo de cebolla y pimiento (Alvarez-Solis et al., 2016), rdbano y
cilantro (Morales & Swietenia. 2014), mani (Pei-Sheng & Hui-Lian, 2002), papa (Bautista,
2015) y tomate (Montenegro & Martinez, 2012). Se lo considera un conveniente sustituto
de los fertilizantes quimicos en la produccidon de avena para forraje, logrando mejores
rendimientos econémicos en esta actividad tan extendida en el territorio uruguayo (Chalén,

2012).

2.5.2. Microorganismos Eficientes Nativos (MEN)

Microorganismos Eficientes Nativos (MEN), se le llama a un tipo de biopreparado en el cual
se selecciona y reproduce un consorcio de microorganismos benéficos del suelo mediante

un proceso de fermentacién bajo condiciones de anaerobiosis.
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El concepto de microorganismos eficientes fue desarrollado por Teruo Higa (1991) y
consiste en cultivar microorganismos naturales que habitan el suelo para aplicar como
inoculantes y asi aumentar la diversidad microbiana del agroecosistema. Entre los grupos
seleccionados en el proceso de fabricacion estan las bacterias acido lacticas, levaduras y
hongos filamentosos, actinobacterias y bacterias fototroficas, los cuales pueden coexistir

en medio liquido.

Cabe mencionar que cuando se habla de microorganismos eficientes (en inglés Efficient
Microorganisms - EM) a veces se hace referencia al producto comercial EM de la empresa
EMRO, fundada por Teruo Higa, que ofrece un concentrado a partir de cepas de
microorganismos de Japdn, como inéculo para realizar la “activacién” o reproduccién en
medio liquido. Cuando nos referimos a MEN, nos estamos refiriendo a un biopreparado que
se basa en la seleccidon y reproduccién de microorganismos nativos del suelo. También se

llama a esta preparacion Microorganismos de Montafia o de Monte.

Los ingredientes necesarios para su produccién son: tierra y mantillo de los primeros 10
centimetros de suelo de un bosque (preferentemente nativo) o un suelo con una alta
diversidad microbiolégica, melaza para aportar energia para el desarrollo de los
microorganismos, salvado de arroz como medio fisico de crecimiento y aporte de
carbohidratos para energia, opcionalmente se le agrega fosfito artesanal, harina de rocas,
0 ceniza como aporte extra de minerales. Primero se realiza un biopreparado sélido en base
a salvado de arroz, el inéculo de mantillo de bosque que contiene los microorganismos
nativos del suelo, melaza y se le puede agregar leche y MEN liquidos o sdlidos de una
preparacién anterior. Eso se lo deja reposar en anaerobiosis durante al menos 3 semanas.
Luego se procede a elaborar el biopreparado liquido, en donde se colocan en anaerobiosis
los MEN sdlidos, melaza, leche, opcionalmente levadura, ceniza, polvo de roca, fosfitos

(Fossati, 2010).

Los MEN en muchos casos son de produccidn artesanal a bajo costo, sin necesidad de
medios de crecimiento especificos y se busca aprovechar, de una forma conveniente, la

diversidad microbiana de las comunidades de microorganismos nativos provenientes de
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suelos ricos en biodiversidad, como son los bosques cercanos a las unidades agricolas de

produccién. Estos indculos, al partir de bosques cercanos, pueden resultar en un mayor

éxito en los efectos deseados ya que los microorganismos estardn mejor adaptados a las

condiciones ambientales del drea (Castro-Barquero et al., 2015).

Los MEN tienen efectos benéficos en el suelo y en las plantas, asi como también son

utilizados con otros fines en alimentacién animal, recuperacién de ecosistemas

contaminados, limpieza y tratamiento de aguas residuales. Sus beneficios conocidos han

sido documentados en distintas publicaciones cientificas:

Aceleracién del proceso de descomposicion de la materia orgdnica: los compost tratados
con microrganismos eficientes nativos presentan una tasa de descomposicién mas
rapida, mayor actividad microbiana y mayor cantidad de nutrientes, lograndose mayor
eficiencia en el proceso de compostaje, en comparacion con compost no tratados con
este biopreparado (Saravanan et al. 2013; Ab Muttalib et al., 2016; Machaca, 2017;
Montero, 2019).

Promocién del crecimiento vegetal: multiples investigaciones demuestran que la
aplicacién de este biopreparado resulta en mejores rendimientos en la produccién de
hortalizas, cereales y frutales. Sin embargo, normalmente no se determinan los
mecanismos de este beneficio. Entre las posibles explicaciones se encuentra el aumento
de nutrientes disponibles relacionados a un aumento de los microorganismos en el suelo
al aplicarse MEN; secrecién de sustancias promotoras del crecimiento vegetal por parte
de los microorganismos, competencia indirecta con patdgenos que pueden afectar el
desarrollo de las plantas, entre otras. Javaid y Bajwa (2011) demostraron que la
aplicaciéon de MEN en conjunto con estiércol o fertilizantes sintéticos incremento el
rendimiento del frijol mungo en un 24% y un 46%, respectivamente. Se han observado
aumentos de los rendimientos y de la sanidad en los cultivos cuando se aplica en tomate
(Viciedo et al., 2015), remolacha (Martinez-Manzo, 2016), espinaca (Facio et al., 2017),
cebolla y maiz (Pefa et al., 2016) y lechuga (Guamadn, 2017). La aplicacién de

microorganismos eficientes estimula la germinacion de semillas y el crecimiento
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temprano de cultivos alimentarios (Sangakkara y Higa, 1994) y puede crear un ambiente

favorable en la rizésfera, que mejora el crecimiento de la planta (Sangakkara ,1996).

Aumento en la diversidad de microorganismos benéficos del suelo: su aplicacién en las
plantas y en el suelo incrementa el nimero de actinobacterias, bacterias acidolacticas,
levaduras y hongos filamentosos (Campo-Martinez et al., 2014), Enterobacter spp.,
Trichoderma spp., Penicillum spp., lo que resulta en un aumento en la biodiversidad
microbioldgica del suelo, lo cual impacta positivamente en la sanidad y rendimiento de
los cultivos (Higa y Wididana, 1991; Tokeshi et al., 1996; Liu et al., 2011). Los MEN
pueden aumentar significativamente ciertas actividades biolédgicas del suelo como la
respiracion microbiana, lo que se ha documentado en cultivos de soja, tomate y caia de

azucar (Barquero et al., 2015; Sigstad et al., 2013).

Control de hongos y bacterias patégenos: hay distintos estudios que evidencian los
beneficios de la utilizaciéon de microorganismos benéficos para inhibir bacterias y hongos
patdgenos. Castro-Barquero et al. (2015), evidenciaron que el crecimiento micelial de
Pythium spp., Rhizoctonia solani, Phytophtora capsici, Fusarium spp. en placas de Petri
con unainoculacidn de microorganismos eficientes diluidos al 5% en agua, se vio inhibido
en un 50% en comparacion con el control sin agregado de microorganismos eficientes;
mientras que el hongo Aspergillus spp. no mostré diferencias significativas en su
crecimiento con o sin microorganismos eficientes afiadidos. Aunque se logré inhibir los
hongos patdgenos en condiciones de laboratorio, las concentraciones aplicadas a gran
escala en campo son mucho menores, siendo muy dificil alcanzar esas concentraciones
en la practica. Chavez (2012), concluyé que los MEN fueron determinantes para controlar
Pythium spp. y Fusarium spp., en un cultivo de lechuga a campo. De manera similar,
Olivera et al. (2014) reportaron la capacidad biofungicida y metabdlica de MEN sobre
Alternaria solani, y Tokeshi y Chagas (1997) registraron resultados en el control del
hongo Phytophthora cinnamomi. Garcia (2016), estudio el efecto de biopreparados de
MEN sobre la infeccidon por Rhizoctonia solani y Fusarium spp. en el cultivo de frijol,

obteniendo resultados de una afectacion menor a 5% en los tratamientos con MEN
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frente al 20% del testigo. El control de patdgenos flungicos podria ser atribuido a la
sintesis de acido lactico por parte de las bacterias acidoldcticas, el cual tiene accidn

antimicrobiana (Higa y Kinjo 1991; Higa 2000).

Control de insectos: hay escasa investigacidn acerca de la eficacia del control de insectos
mediante la aplicaciéon de MEN y sobre el mecanismo por el cual podria darse este efecto.
Ramirez (2018), observd que aplicar 40 L/ha de MEN permitié controlar el 83,8% de las
chinches presentes en un cultivo de arroz. Olivera, et al. (2014), observaron que la
aplicacion de MEN para controlar la mosca blanca (Bemisia tabacii) en tomate y en
meldn, causd la mortandad de las larvas en un 92,2% y 65,6 %, respectivamente. Milian,
et al. (2014), evaluaron el efecto de MEN sobre los rendimientos del cultivo del arroz y
su accién sobre las plagas que lo afectan; observaron que la parcela testigo presenté a
los 21 dias, un indice de infestaciéon de 0,51 larvas de Picudito acuatico (Lissorhoptrus
brevirostris) por planta, mientras en el tratamiento con MEN, este indice fue de 0,03

larvas/planta.

Tratamiento de aguas residuales: las aguas residuales de industrias, tambos, y cloacas,
pueden contener posibles patdgenos humanos. Ademas el exceso de nutrientes
presentes en las aguas residuales pueden eutrofizar los cursos de agua y promover la
floracién de cianobacterias y algas en rios y lagunas. Segun Rashid y West (2007), la
aplicacion de MEN redujo significativamente el nitrdgeno amoniacal, el fésforo total, los
sélidos suspendidos totales y la demanda biolédgica de oxigeno después de 3 meses en
un efluente de un tambo. En Malasia, se aplicaron bolas de arcilla con microorganismos
eficientes en lagunas y rios contaminados con buenos resultados en la disminucién del
crecimiento de algas, la supresién de patdégenos y la eliminacion de malos olores (Zakaria
et al., 2010). En Uruguay hay experiencias de la utilizacion de los MEN en la reduccion de
malos olores y de coliformes en pozos sépticos y hay una empresa sanitaria que los utiliza

para evitar el mal olor en hogares (Perez y Mesa, 2018).

Alimentacién animal: la adicion de probidticos en la alimentacion de animales de granja

es una prdactica comun. La presencia de bacterias acidolacticas y levaduras en los MEN
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ha demostrado ser de utilidad para mejorar distintos aspectos de la produccién animal.
Castillo y Urbina (2014) demostraron que la utilizacion de MEN en formato sélido y
liguido mejoraron el rendimiento productivo de pollos de engorde. Cadena (2019)
observd efectos positivos en la salud y asimilacion de los nutrientes, asi como un

aumento en la ganancia de peso semanal en lechones de pre cria.

Los MEN no deben ser considerados un sustituto de otros manejos, pero si un insumo mas
para optimizar el resto de los manejos como son las rotaciones de cultivos, el uso de
enmiendas organicas, el arado minimo, el reciclaje de residuos organicos y el control

integrado de plagas (Higa y Wididana, 1991b).

2.5.3. Supermagro

El supermagro es un biofertilizante liquido completo rico en macro y micronutrientes y otros
metabolitos. Es elaborado mediante un proceso de descomposicién de la materia organica,
a través de fermentacidon en medio liquido. Este biofertilizante se elabora a partir de
estiércol, sales minerales, leche, melaza y otros aditivos naturales. Aporta una nutricion
completa ya que contiene: nitréogeno, fosforo, potasio, azufre, calcio, magnesio,
manganeso, zinc, molibdeno, cobre, boro y hierro, que son metabolizados por un consorcio

de microorganismos, que mejora la absorcidn de nutrientes por el cultivo (Restrepo, 2007).

El supermagro se utiliza como abono foliar complementario a la fertilizacién de base
organica del suelo. Brinda micronutrientes, en una forma orgdnica (quelatos), que actdan
en el metabolismo, crecimiento y produccién de las plantas (Tarigo, 2004). Asimismo brinda
compuestos como proteinas, enzimas, antibidticos, vitaminas, fenoles, ésteres y acidos
organicos liberados durante la fermentacion por los microorganismos presentes (Santos y
Sampaio, 1993). La dosis que se recomienda para su aplicacion varia segun los
requerimientos de cada cultivo, pero en general se recomienda aplicarlos en una dilucién

del 2 al 5% (Pedini, 2012; Restrepo, 2007).
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Se debe tener cuidado de filtrar el preparado, para evitar el tapado de los picos de las

pulverizadoras, se recomienda pasar el supermagro por una tela galvanizada o de plastico

de malla menor o igual a Imm. Después de colado se puede almacenar el supermagro en

un recipiente que debe estar herméticamente cerrado.

Restrepo (2007) realizé un listado explicando en detalle las funciones de cada uno de los

ingredientes con los que se fabrica este biofertilizante:

Leche: principalmente tiene la funcién de fuente de energia en el biopreparado, aporta
proteinas, vitaminas, grasa y aminodcidos para la formacion de otros compuestos
organicos que se generan durante el periodo de la fermentacién del biofertilizante, a su
vez es fuente de bacterias acidolacticas y también es un medio propicio para la

reproduccién de los microorganismos de la fermentacion.

Melaza: la principal funcion es aportar la energia necesaria para activar el metabolismo
microbioldgico, para que el proceso de fermentacién se potencie, ademds de aportar
otros componentes en menor escala como son algunos minerales, entre ellos: calcio,

potasio, fésforo, boro, hierro, azufre, manganeso, zinc y magnesio.

Sales minerales: activan y enriquecen la fermentacion y tienen como funcién principal
fertilizar el suelo y las plantas. Cuando se dificulta encontrar las sales minerales, éstas

pueden ser sustituidas por la ceniza o la harina de rocas molidas.

Ceniza: su principal funcién es proporcionar minerales y elementos trazas al
biofertilizante para activar y enriquecer la fermentacién. Dependiendo de su origen y en
la falta de las sales minerales, esta puede llegar a sustituirlas (las mejores cenizas para
hacer los biopreparados son las que se originan a partir de las gramineas, ejemplo:

cascarilla de arroz, bagazo de cafia y maiz).

Estiércol de vaca: aporta los microorganismos y la materia orgdnica para que ocurra la
fermentacion del biofertilizante rico en nutrientes. Los microorganismos son

responsables de digerir, metabolizar y colocar de forma disponible para las plantas y el
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suelo todos los elementos nutritivos que se encuentran en el caldo que se esta

fermentando en el tanque.

- Agua: tiene la funcién de facilitar el medio liquido donde se desarrolla la fermentacidn

anaerobica del biofertilizante.

Se ha evaluado el efecto positivo del supermagro en el rendimiento de una varios cultivos.
Algunos casos de éxito en cultivos que normalmente son producidos en nuestro pais son:
sandia (Gonzalez et al., 2015), uva (Mufioz & Mauricio, 2004), lechuga (Bonillo et al., 2015),

frutilla (Mazaro et al., 2013) y tomate (Alves, 2016), entre otros cultivos.

Ademas de su aporte en nutrientes, tiene un efecto en el control de plagas y enfermedades,
tiene propiedades como fungistdtico, bacteriostatico y repelente de insectos (Santos y
Sampaio, 1993). Distintos estudios han comprobado su eficacia contra diversas plagas en
los cultivos. Medeiros et al. (2000) verificaron la reduccion de fecundidad de un acaro,
Brevipalpus phoenicis, que ataca los citrus. El estudio comprobd que el biopreparado actud
por contacto directo y residual pero también funcioné de forma sistémica en la planta.
También pudieron comprobar una accién sinérgica con microorganismos entomopatdgenos
como Bacillus thuringiensis y Beauveria bassiana, observaron una mayor disminucién de la
supervivencia de larvas de otra plaga de los citrus, Ecdytolopha aurantiana. Hirose et al.
(2001) comprobaron que el supermagro no tiene ningun efecto negativo sobre Beauveria
bassiana ni Metarhizium anisopliae, utilizados en el control biolégico de insectos, a
diferencia de otros fertilizantes e insecticidas que si afectan a las poblaciones de hongos
controladores bioldgicos. El supermagro es una opcidn interesante para fertilizar cuando se
usan controladores bioldgicos en manejo organico y ecolégico. D’Andrea y Medeiros (2002)
sefialan que los principales mecanismos de accion sobre la plaga son la accidn antibidtica y
la induccidn de resistencia sistémica de la planta. Los mecanismos por los que se induce la
resistencia sistémica pueden estar asociados a la composicion quimica y biolégica de estos

biopreparados la cual es compleja y poco estudiada.
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2.6. Antecedentes y justificacion del estudio de biopreparados en Uruguay

Los biopreparados han sido utilizados por agricultores en todo el mundo con buenos
resultados, sin embargo su aplicacién no ha sido ampliamente aceptada por la comunidad
cientifica porque a menudo es dificil reproducir consistentemente sus efectos benéficos. De
todas maneras, diversos tipos de biopreparados estdn disponibles en el mercado,
obteniendo buenos logros cuando van de la mano con orientacion técnica en cuanto a su
produccién y aplicacion, lo que puede resultar en la eliminacidn de problemas asociados al
uso de fertilizantes sintéticos y plaguicidas y en la transicién hacia manejos agricolas

orgdanicos y ecoldgicos (Restrepo, 2007; Higa, 1991; Parr et al., 1994).

Es de suma importancia desarrollar estudios cientificos acerca de la preparacién, aplicacion
y efectos de los biopreparados, para poder incorporarlos en la implementacién de una
agricultura sostenible. En lo que refiere a los métodos de abonado organico, hay mucho
aspectos que aun no han sido estudiado empleando una aproximacién cientifica, lo cual
hace mads dificil para un productor escoger una técnica. Es necesario desarrollar
experimentos que permitan determinar la eficacia de los abonos orgdnicos y la mejor
metodologia para su produccién, aplicacién y evaluacidn. Esto permitiria a los productores
tomar decisiones adecuadas para sus circunstancias particulares y complementaria la
experiencia sobre estos abonos, proveniente del conocimiento tradicional. El conocimiento
tradicional por parte de los productores muchas veces brinda soluciones y alternativas
eficaces, a pesar de no haber sido comprobado mediante el método cientifico. Muchos de
estos conocimientos han sido trasmitidos de generacion en generacién o de productor a
productor, y abarcan practicas y estrategias que han sido desarrolladas por quienes
realmente estdn en contacto con la tierra en su labor diaria, los productores, que en
definitiva son los que saben y hacen la agricultura. Desde la academia se puede colaborar
para validar o rechazar en términos cientificos estos conocimientos tradicionales como

forma de contribuir a la valorizacidn de este conocimiento.

En Uruguay, la agricultura orgdnica como forma de produccién mas extendida surge a

mediados de la década de los 80 a partir del trabajo de ONGs con productores
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fundamentalmente horticolas y fruticolas de la zona sur del pais (Prieto et al., 2002). Esto
se vio acompafado de un incremento en la utilizacién de biopreparados para los cultivos
agroecolégicos, en especial intentando sustituir el estiércol de gallina, que es la forma de
fertilizacion mds utilizada por los agricultores organicos. Hasta el momento hay un escaso
registro de qué tipo de biopreparados y de qué forma son aplicados y pocos trabajos
cientificos al respecto. Sin embargo, hay algunas investigaciones que evidencian la
utilizacién de los biopreparados en nuestro pais: Prieto et al. (2002) comprobaron que el
biopreparado supermagro es un biofertilizante muy difundido en la produccién organica en
establecimientos familiares de Montevideo y Canelones. Tarigo (2004) realizé ensayos
agrondmicos en cultivo de lechuga con supermagros realizados por distintos productores,
obteniendo buenos resultados como método de fertilizacion organica. Zappolo (2014)
constatd la utilizacion del biopreparado supermagro y sus beneficios para el cultivo

orgdanico del durazno en Uruguay.

Algunos cultivos horticolas realizados el norte de Uruguay, principalmente en Bella Unidény
Salto entre el 2005 y el 2011 demostraron que la utilizaciéon de biopreparados en base a
microorganismos benéficos puede ser una herramienta util en el avance hacia sistemas
agricolas mas sostenibles. Los productores realizaron una sustitucion paulatina de los
plaguicidas de sintesis quimica por productos biolégicos, donde ademds de MEN, que liderd
el cambio, se comenzaron a usar Trichoderma spp., hongos entomopatégenos (Beauveria
spp., Metarhizium spp.) y otros biopreparados artesanales. Esto produjo una reduccion de
alrededor del 50% en el uso de plaguicidas (datos de MGAP 2009, sin publicar) y en el caso
de algunos productores llegé a un 80%. Esto tuvo como consecuencia la recuperacion de
los agroecosistemas, con la aparicion de numerosos enemigos naturales, mejord las
condiciones de trabajo de productores y trabajadores rurales y posibilitd la obtencién de
productos horticolas con menor carga de plaguicidas, es decir, mas sanos. Como
consecuencia, la industria de congelados de Bella Unién (Greenfrozen S.A - Calagua) pudo
por primera vez acceder a los mercados europeos con pimiento congelado, cosa que antes

no habia sido posible por el alto nivel de residuos de plaguicidas.
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A su vez, se han incrementado los grupos, instituciones o empresas que producen
biopreparados; a continuacién se describen algunos ejemplos. La cooperativa Entrebichitos,
nace a partir de un proyecto de investigacién escolar, en la que nifos de primaria
implementaron un sistema de produccidon de MEN. El proyecto ademas de resultar positivo
para los objetivos educativos planteados, dio lugar a una cooperativa de produccion de este
biopreparado (Perez y Mesa, 2018). La Estacidon Experimental Guardia Vieja y la Granja La
Compartida, son chacras donde se busca fomentar la agricultura regenerativa, mediante la
instalacion de fincas modelo para la realizacién de talleres de difusién de técnicas de
produccién en agricultura organica y ganaderia regenerativa, para productores, estudiantes
y asesores rurales. Entre sus principales lineas de accion se encuentra la produccién de
biopreparados. Las empresas Abono de Mar y Jardin Primitivo, son empresas dedicadas a
la transformacion de residuos de la industria pesquera en biopreparados para la agricultura
orgdnica, de esta manera se logra evitar la contaminacidén que estos residuos generarian.
La empresa Ecosativa, fundada por dos bidlogos, comercializa sus biopreparados
principalmente en el rubro del cannabis y de la fruticultura, obteniendo el premio a mejores
productos en la Expocannabis 2020, lo que denota una mayor aceptacion de este tipo de

insumos en ese rubro.

El presente trabajo se enmarca en el proyecto financiado por el Ilamado “M4ds Tecnologias
para la produccién familiar” de la Direccion General de Desarrollo Rural, proyecto
desarrollado por productores de la Red de Agroecologia (Regional Toronjil) en Canelones,
Uruguay, asi como por investigadores del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable (IIBCE) y Facultad de Agronomia (FAgro). Se trabajé con un grupo de productores
ubicados en Rincén de Pando, Canelones, Uruguay, zona contigua a la Laguna del Cisne en
donde la Intendencia Municipal de Canelones dispuso una transicién hacia sistemas
productivos agroecoldgicos. Por lo tanto la investigacion tiene entre sus cometidos servir
como herramienta para promover el proceso de transicion en el area que podra ser

implementado en otros territorios de nuestro pais.
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Este proyecto surge de la necesidad de superar distintos desafios para fomentar la
aplicacion de biopreparados. Entre otros se identificaron: falta de infraestructura adecuada
para la produccién y almacenamiento de los productos, falta de controles de calidad de los
productos, dificultades para planificar el requerimiento de biofertilizantes en los predios,
falta de conocimiento de los modos de preparacion y monitoreo de los procesos,
dificultades para adquirir insumos necesarios para la preparacién e instrumentos para el
monitoreo de los procesos de elaboracién y alto requerimiento de mano de obra para la
aplicacion manual de los productos sélidos. Para solucionar estas dificultades, el proyecto
“Elaboracion colectiva de biopreparados para uso agropecuario en predios agroecoldgicos
familiares, zona de influencia de la Regional Toronjil-Red de Agroecologia.” propuso:
adaptar y equipar un espacio apropiado para la produccion y almacenaje de biofertilizantes,
ajustar un sistema de gestidn, organizacional y logistico de produccion y aplicacién colectiva
de biofertilizantes por parte de la Regional de la Red, determinar los costos de produccién
como insumo para el establecimiento del precio del producto, caracterizar los productos
obtenidos y su evolucion durante el almacenaje, ajustar las técnicas y herramientas de
aplicaciéon a los cultivos, evaluar su comportamiento en los predios de los productores,
comercializar los biofertilizantes dentro de la Regional Toronjil y con otros productores
dentro y fuera de la Red de Agroecologia, crear una guia bdsica para produccion,

almacenamiento y aplicacidon de biofertilizantes, y difundir la experiencia.

Cabe destacar que a nivel de legislacién, Uruguay estd dando sus primeros pasos. Recién en
Agosto 2018 se cred la resolucién N°97/018 que instrumenta el registro y control de
productos organicos para uso Agricola, y en Octubre 2018 se cred la resolucion N°141/018
gue aprueba los requisitos técnicos para el registro de enmiendas orgdnicas, Unicamente
habilitando a registrar enmiendas sdélidas como compost y abono bokashi. En Agosto 2019
se cred la resolucién N°536/019 que aprueba los requisitos técnicos para el registro de
fertilizantes organicos y fertilizantes érgano-minerales. En diciembre de 2019 el Parlamento
promulgo la Ley 19.717 que declara de interés general la agroecologia y crea una Comisién
Honoraria que tiene como principal cometido la elaboracién de un Plan Nacional de

Agroecologia, su implementacién y seguimiento. Con este plan se busca fomentar distintas
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politicas para el desarrollo de la agroecologia en Uruguay. Es importante realizar
investigacion en distintos campos de la agroecologia para brindar herramientas para el
desarrollo de estas politicas. En esta realidad se puede entender la pertinencia del estudio

de los biopreparados como herramientas para el manejo agroecoldgico.
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3. Hipotesis

1) Cada tipo de biopreparado tiene una composicidon microbiana caracteristica, la cual es

reproducible siempre que se mantengan las propiedades de los ingredientes utilizados.

2) Una vez alcanzada la madurez, la estructura de las comunidades microbianas de los

biopreparados es estable en el tiempo.

3) La aplicacion de biopreparados tiene efectos sobre la estructura de la comunidad de
hongos y bacterias en el suelo y afecta positivamente el rendimiento del cultivo de papa

y lechuga.
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4. Objetivos

4.1. Objetivos generales

1) Determinar la composicidn microbiolédgica de tres biopreparados: bokashi, supermagro

y Microorganismos Eficientes Nativos, y evaluar su estabilidad en el tiempo.

2) Evaluar el efecto de su aplicacién en el rendimiento de los cultivos, asi como en la

comunidad microbiana del suelo.

4.2. Objetivos especificos

1) Determinar la abundancia de grupos cultivables de bacterias y hongos (actinobacterias,
bacterias 4cido lacticas, bacterias heterétrofas, levaduras y hongos filamentosos) en los

biopreparados una vez listos para su utilizacién y durante su almacenamiento.

2) Analizar la estructura de la comunidad microbiana en los biopreparados al momento de

estar listos.

3) Determinar la abundancia de grupos cultivables de bacterias y hongos de interés en

suelos con y sin aplicacién de biopreparados.

4) Evaluar el efecto de la aplicacién de biopreparados en el rendimiento de cultivos de papa

y lechuga.
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5. Materiales y métodos

5.1. Caracterizacion de los biopreparados

5.1.1. Elaboracion

Se elaboré Bokashi, Supermagro, y Microorganismos Eficientes Nativos siguiendo la
metodologia de Restrepo (2007) con adaptaciones de acuerdo a los materiales organicos
localmente disponibles. Las recetas completas de todos los biopreparados nombrados se

encuentran en el Anexo 1.

Para la elaboracion del Bokashi, se procedid a colocar todos los ingredientes secos (estiércol
de vaca, cascara de arroz, salvado de arroz, carbén molido, tierra, cal agricola) en varias
capas superpuestas hasta formar una pila de aproximadamente 1 metro de alto, 1 metro
de ancho y 2 metros de largo, con el objetivo de facilitar la mezcla y lograr una mayor
homogenizacion de los ingredientes. Paralelo a eso se mezcld la levadura, la melaza y el
agua en un recipiente. Luego se procedié a mezclar los ingredientes de la pila utilizando una
maquina disefiada con estos objetivos, similar a una rotovadora. Al mismo tiempo en que
la maquina fue mezclando, se le fue aplicando el agua con la melaza y la levadura hasta
llegar a la humedad buscada, la cual es comprobada mediante una técnica tradicional
llamada “la prueba del puno”, que indica que se debe tomar una porcidn del biopreparado
con la mano, y apretarla. Si no libera agua al apretarlo y si al abrir la mano el biopreparado
mantiene la compactacién pero se desarma al presionarlo, esto indica que la humedad es
adecuada. Luego se procedio a repetir el mezclado sin agregado de agua, una o dos veces
por dia durante 15 dias, segun la temperatura que genere el proceso de compostaje que no

debe superar los 65°C, hasta estar listo para ser envasado.

El Supermagro, fue elaborado dentro de una tarrina de 200 litros de capacidad a la cual se
le agregd una valvula de escape de gases para poder utilizarla como fermentador. Dentro
de la tarrina se mezcld estiércol, melaza, leche y agua. Luego se cerré para que la

fermentacion pudiera ocurrir, y cada 3 dias se abria para agregar leche y melaza y las
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correspondientes sales minerales (sulfato de zinc, cloruro de calcio, sulfato de magnesio,
sulfato de manganeso, cloruro de cobalto, molibdato de sodio, bdrax, sulfato ferroso y
sulfato de cobre), segun lo indicado por el protocolo de Jairo Restrepo (2007). A los 55 dias

desde el inicio de elaboracidon se considera que esta listo para ser utilizado.

Para fabricar los MEN, es necesario pasar por dos etapas, primero fabricar un biopreparado
sélido para luego utilizarlo para fabricar el producto final en liquido. Para preparar los MEN
solidos, se procede a mezclar salvado de arroz, mantillo de monte, melaza, y agua, hasta
alcanzar la homogeneidad. Esa mezcla se coloca dentro de una tarrina hermética y se
compacta lo mejor posible, luego se cierra la tarrina y se incuba 1 mes. Para preparar los
MEN liquidos, se procede a colocar el MEN sélido en un saco de tela, leche, melaza, ceniza
(opcional) y agua, dentro de una tarrina de 200L adaptada para utilizarse como

fermentador. Luego de 30 dias esta listo para ser utilizado (CENTA, 2010)

En el marco de esta tesis se elaboraron los siguiente biopreparados (Tabla 1):

Con un grupo de productores de |la Regional Toronjil de la Red de Agroecologia, localizados
en Rincon de Pando, Canelones, se elaboraron y analizaron dos preparaciones de MEN
(MEN), uno sin ceniza (MEN A), otro con ceniza (MEN B); dos preparaciones de Bokashi, uno
con la formulacién original (BOK B) y otro sustituyendo la cascarilla de arroz por aserrin

(BOK A); y un Supermagro manteniendo la formulacién original (SM A).

Con laempresa productora de bioinsumos Ecosativa, ubicada en Montevideo, se elaboraron
y analizaron un Bokashi, MEN y Supermagro (BOK E, MEN E, SM E), siguiendo las

formulaciones originales de Restrepo (2007).

Ademads, en ciertas partes de la investigacidn, se utilizaron biopreparados elaborados por
distintos colectivos. Se recibieron para analizar tres Bokashis: BOK G, de la Granja La
Compartida, productores organicos ubicados en las Sierras de Rocha, BOK GV, de Estacién
Regenerativa Guarda Vieja, ubicada en Maldonado, y BOK R, de un productor de Sauce,

Canelones.
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Por el tiempo transcurrido durante esta investigacion fue necesario utilizar distintos

biopreparados para las distintas actividades realizadas, lo cual se detalla en |la Tabla 2.

Tabla 1. Productores de los diferentes biopreparados utilizados en esta investigacion.

Productor Bokashi MEN Supermagro
Regional Toronjil BOKA,BOKB | MEN A, MEN B SM A
Ecosativa BOK E MEN E SME
Granja La Compartida BOK G

Guardia Vieja BOK GV

Sauce BOKR

Tabla 2. Biopreparados utilizados para cada actividad de la investigacion.

Actividad BOK | BOK | BOK | BOK | BOK | BOK | MEN | MEN | MEN | SM | SM
A B E G GV R A B E A E
Cultivables X X X X X X X X X X X
Secuenciacién masiva
165 X X X X
Secuenciacién masiva « « « « «
ITS1
Cromatografia X X X
Ensayo de papa X X
Ensayo de lechuga X X X

5.1.2. Muestreo

Con el objetivo de evaluar los cambios en las poblaciones microbianas de los biopreaprados
maduros y durante su almacenamiento, se tomaron muestras al momento de estar listos

para ser utilizados y a los 2, 4 y 6 meses luego de su preparacion.

Para bokashi se extrajeron tres muestras de aproximadamente 1 kg, de distintas partes al
azar de la pila de produccién. Para los biopreparados liquidos, Supermagro y MEN, se
tomaron tres muestras de 50 mL de cada biopreparado. Ademas se analizé una muestra de

1 kg de estiércol de gallina que fue utilizado para un ensayo de cultivo de papa a campo.
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5.1.3. Caracterizacion fisicoquimica

Los pardmetros fisicoquimicos de bokashi y supermagro fueron analizados en el laboratorio
analitico Waypoint Analytics, EEUU. Los analisis se basaron en los métodos TMECC (Test
Method for the Examination of Composting and Compost) (Leege y Thompson, 1997). Los
pardmetros analizados fueron pH, nitrégeno total, nitrégeno amoniacal, fésforo total,
potasio total, azufre, calcio, magnesio, sodio, hierro, aluminio, manganeso, cobre, zinc,

boro, materia organica, relacion carbono/nitrégeno y conductividad eléctrica.

5.1.4. Caracterizacion microbiologica

5.1.4.1. Cultivables: por el método de recuento en placa

Se utilizé la técnica de recuento en placa para determinar la presencia y el tamafo
poblacional de diferentes grupos de microorganismos cultivables, en los biopreparados al
momento de estar listos, asi como también a los 2, 4 y 6 meses de almacenados para evaluar

la estabilidad de la comunidad microbiana durante el almacenamiento.

Para esto las muestras fueron suspendidas (5 g para bokashi y estiércol de gallina, 5 ml para
supermagro y MEN) en 45 ml pirofosfato de sodio 0,1% (p/v) estéril, por agitacién a 200
rom durante 30 minutos. Se realizaron 4 diluciones seriadas en la misma solucién, y se

sembraron en placas de Petri con medios de cultivo semiselectivos (Anexo 2).

Para el conteo de bacterias heterétrofas, se sembraron gotas de 10ul para cada dilucién en
el medio TSA 1/10 con cicloheximida 100 pg/ml (Smit et al., 2001). Se incubaron a 25°C en
oscuridad y aerobiosis, durante 7 dias, se determind el nimero de colonias en cada gota a

los 3y 7 dias.

Para bacterias acidolacticas, se sembraron en superficie, 30 uL para cada dilucién, en el
medio Lactobacilli MRS Agar (de Man et al., 1960). Se incubaron a 37°C en anaerobiosis,

para lo cual las placas se colocaron dentro de bolsas selladas con un agente generador de
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ambiente anaerdbico Anaerocult® de la marca alemana Merck KGaA. El recuento de

colonias se hizo a los 3 dias.

Para actinobacterias, se sembraron en superficie, 100 uL para cada dilusidén en el medio
Almidon Caseina con cicloheximida 100 pg/ml (Leoni & Ghini 2003). Se incubaron a 25°C en
oscuridad y aerobiosis, durante 7 dias. Para determinar el niumero de colonias se
removieron con un algoddn todas las colonias que se despegaban facilmente del medio,
dejando asi Unicamente las colonias de actinobacterias, las cuales presentan una morfologia

piramidal y tienen la particularidad de quedar ancladas al medio.

Para bacterias fototroficas, se sembraron 100 pL en superficie, para cada dilusién en el
medio Van Niel con cicloheximida 100 pug/ml (Van Niel, 1971). Se incubaron a 30°C con luz
constante. A los 10 dias se observd si habia presencia de colonias coloreadas, caracteristicas

de las bacterias fototroficas.

Para levaduras y hongos filamentosos, se sembraron 100 uL en superficie, en el medio Agar
Extracto Malta con cloranfenicol 100 pg/ml. Se incubaron a 25°C en oscuridad y aerobiosis,

durante 3 dias, determinandose el nimero de colonias caracteristicas de cada grupo.

5.1.4.2. Independientes de cultivo: por secuenciacion masiva de fragmentos del gen de

ARNr 16s y de la region intergénica ITS1

Se extrajo ADN de 0,25g de los bokashis y del pellet resultante del centrifugado de 6ml de
los MEN y del supermagro. Se utilizé el kit de extraccion DNeasy Power Soil Kit (MoBio,

EEUU), siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante.

Se estudié la estructura de la comunidad bacteriana total presente en BOK A, B, E, Gy MEN
A, B, y E, mediante secuenciacion masiva de fragmentos del gen que codifica para el ARNr
16S. La amplificacion de los fragmentos deseados se realizé mediante PCR utilizando una
mezcla que contenia los dNTP’s y la Taq polimerasa (Ranger Mix Kit, Bioline, EEUU), a la que
se le agregaron 3ul de ADN vy los cebadores 515F/806R, que permiten amplificar la region

V4 del gen ARNr 16S conteniendo adaptadores y barcodes (Caporaso et al. 2011) para
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obtener amplicones de aproximadamente 290 pares de bases. Se utilizaron las siguientes
condiciones: 94°C por 3 minutos, 30 ciclos compuestos de: 94°C por 30 segundos, 53°C por
40 segundos y 72°C por un minuto, después de los cuales se finalizé con un paso de

extension final a 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, a 90
V durante 2 horas en buffer TAE 1X (Anexo 2). Las bandas de interés se aislaron a partir de

los geles utilizando el kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery Kit.

La secuenciacién se realizé en la plataforma de secuenciacién del 1IBCE, con el equipo lon
Personal Genome Machine (PGM™) System (ThermoFisher Scientific). Los datos resultantes
de la secuenciacion (single end) fueron analizados en el programa QIIME2 (Bolyen et al.
2019) siguiendo el protocolo recomendado en la web del software:

https://docs.giime2.org/2021.4/tutorials/moving-pictures/

Los pasos generales seguidos en este protocolo para el analisis de las secuencias fueron:
Importacion de los archivos .fastq bajo el método “EMP protocol multiplexed single-end
fastq”, recorte de las secuencias correspondientes a los cebadores y barcodes, filtrado de
secuencias con el método DADA?2, importacion de la base de datos de secuencias de ADN
de bacterias SILVA versidn silva-132-97-16S, asignacion taxonédmica a un nivel de 97% de

similitud, y realizacion de graficos de visualizacion.

Se utilizé el mismo método independiente de cultivo para estudiar la estructura de la
comunidad de hongos de BOK A, BOK E, BOK G, MEN E y SM G, mediante el secuenciado de
los fragmentos del espaciador transcrito interno (ITS1), regién intergénica que se encuentra

entre los genes de ARNr 18S y 5.8S.

Se realizd PCR utilizando Ranger Mix Kit (Bioline, EEUU) y los cebadores ITS1/ITS2 con
adaptadores y barcodes que permiten amplificar la regién intergénica ITS (Kemler et al.,
2013), obteniendo amplicones de aproximadamente entre 200 y 450 pares de bases. Se

utilizaron las siguientes condiciones: 94°C por 3 minutos, 30 ciclos compuestos de: 94°C por
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30 segundos, 53°C por 40 segundos y 72°C por un minuto, después de los cuales se finalizd

con 72°C por 5 minutos.

En este caso, para el estudio de la comunidad de hongos, la secuenciacién se realizd en un
secuenciador lllumina Miseq® (lllumina Inc.) en el Departamento de Genética de la
Universidad de Munich, Alemania. Los datos resultantes de la secuenciacidn (single end)
fueron analizados en el programa QIIME2 (Bolyen et al. 2019) utilizando Unicamente la
secuencia forward (forward read) vy siguiendo el siguiente protocolo:

https://forum.qiime2.org/t/fungal-its-analysis-tutorial/7351.

Los pasos generales seguidos en este protocolo para el andlisis de las secuencias fueron:

I "

Importacion de los archivos .fastq bajo el método del “manifiesto”, recorte de las
secuencias correspondientes a los cebadores y barcodes, filtrado de secuencias con el
método DADA2, importacién de la base de datos de secuencias de ADN de hongos UNITE
version 8-97-02.02.2019 para Fungi, asignacion taxondmica a un nivel de 97% de similitud,,

y realizaciéon de graficos de visualizacion.

5.1.5. Caracterizacion de bokashis y suelo por el método de cromatografia de

suelos

Se analizaron mediante cromatografia de suelos BOK A, B y E y los suelos del ensayo de

lechuga, siguiendo protocolos de Restrepo y Pinheiro (2011).

Se tomaron las muestras de bokashi y de suelos y con un mortero se molié cada muestra
hasta pulverizar. Se tomaron 5g de cada muestra y se colocaron en 50ml de una solucién
de hidroxido de sodio 1%. El mezclado se realizd con 6 giros en una direccidon y 6 hacia la
otra, luego se dejé en reposo, y se repitid la accién a los 15 minutos, 1 hora, y luego se dejé

reposar por mas de 5 horas.

Se utilizé un papel filtro marca Whatman No. 4, circular, de 15 cm de didmetro. Se perforé
el centro con un sacabocados y se le insertd un pabilo hecho con el mismo tipo de papel,

cuya funcién fue la de difundir sustancias de manera uniforme en el papel circular.
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Para impregnar el filtro con el revelador se colocd una caja de Petri de 4 cm de didmetro,
de manera centrada, dentro de una de 9 cm, y se agregd una solucidn de nitrato de plata
0,5% en la caja de petri pequefna. El disco de papel se colocé sobre las cajas de petri
(tomdndolo unicamente de los bordes), y al entrar en contacto el pabilo con la solucién de
nitrato de plata, ésta se difundié homogéneamente por el papel filtro hasta los 4 cm y luego
se quitd el pabilo. Se colocd el papel filtro entre papel secante y dentro de un cajon sin luz,

durante 5 horas.

Se volvié a usar la misma técnica para impregnar en el papel el sobrenadante de la solucidn
de suelo que estaba en reposo desde hacia al menos 5 horas. Una vez que la solucién de
suelo recorrié hasta 6 cm del disco de papel, se retird el pabilo y se depositd el disco de
papel horizontal para secar. Una vez seco cada disco de papel, se colocé expuesto a luz
indirecta por 10 dias, hasta revelarse las imagenes con la intensidad deseada. La
interpretacion de las imdgenes se hizo segun las recomendaciones de Restrepo y Pinheiro

(2011).

5.2. Evaluacion de la aplicacion de biopreparados en cultivo de papa en

campo

Con el objetivo de evaluar el efecto de la aplicacién de biopreparados en el rendimiento del
cultivo de papay en la comunidad microbiana del suelo, se establecié un ensayo de campo,
con un disefio completamente al azar con tres tratamientos y cuatro repeticiones. El tiempo

transcurrido desde la plantacién hasta la cosecha fue de 105 dias.

Tratamiento 1 (C): control, sin agregado de biopreparados, aplicando 750 mL de agua al

surco previo al trasplante.

Tratamiento 2 (EG): con agregado de 480 g de estiércol de gallina por parcela (equivalente
a 1067 kg por hectdrea), sin agregado de biopreparados, y aplicando 750 mL de agua al

surco previo al trasplante.
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Tratamiento 3 (BM): con agregado de 560 g de bokashi por parcela (equivalente a 1245 kg
por hectdrea) y aplicando 750ml de MEN diluido al 5% al surco previo al trasplante, y
aplicaciones cada 30 dias de 10L de MEN diluido al 5% por parcela (equivalente a 22000L

por hectarea).

Se tomaron muestras del suelo, antes de la aplicacién de los biopreparados y después de
aplicados y realizada la cosecha del cultivo; los pardmetros analizados fueron nimero de
plantas por parcela, rendimiento (en peso de papas obtenidas) por planta y parcela, y
sanidad del cultivo, evaluado como severidad: porcentaje de superficie de hoja afectado

por enfermedades (Kranz, 1988).

5.3. Evaluacion de aplicacion de biopreparados en cultivo de lechuga en

condiciones controladas

Para evaluar el efecto de los biopreparados en el rendimiento del cultivo de lechuga, se
establecié un ensayo en condiciones controladas a una temperatura constante de 21°Cy un
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad. El tiempo transcurrido desde el trasplante del

plantin hasta la cosecha fue de 60 dias.

Se utilizaron plantines de lechuga variedad mantecosa, con 30 dias de sembrados, los cuales
se trasplantaron en macetas de 1,8L de volumen, utilizando un sustrato con 2/3 de tierray
1/3 de arena. El riego se realizé 3 veces por semana utilizando 50ml de agua destilada por

maceta del dia 1 al dia 20, 75ml del dia 20 al dia 40 y 100ml del dia 40 al dia 60.

La cama de pollo y el bokashi fueron aplicados en el sustrato previo al trasplante de los
plantines y los insumos liquidos fueron aplicados diluidos en el agua de riego una vez por
semana. El fertilizante quimico liquido utilizado contenia 0,24% (p/v) de nitrogeno (N),

0,16% (p/v) de fésforo (P20s) y 0,1% (p/v) de potasio (K20).

Se establecieron 9 tratamientos con 4 repeticiones al azar: C: Control (sélo con agua de
riego), CP: 40g de cama de pollo por maceta, AG: Fertilizante quimico diluido al 8%, BOK:
280g (~450ml) de bokashi por maceta, SM: Supermagro diluido al 5%, MEN:

41



Microorganismos Eficientes Nativos diluidos al 5%, BSM: 280g bokashi + Supermagro al 5%
+ MEN al 5%, B+SM: 400g (~800ml) de bokashi + supermagro al 5% + MEN al 5%, BS+M:
280g de bokashi + supermagro al 10% + MEN al 5%.

Los pardmetros evaluados en lechuga fueron: peso fresco de la parte aérea y de la raiz,
numero de hojas, altura y diametro de la parte aérea. Se determind también el peso seco
de la parte aérea y de la raiz para lo cual las plantas fueron secadas en estufa a 60°C hasta

peso constante.

Se analizé por recuento en placa al momento de la cosecha, la abundancia de bacterias
heterotrdficas, acido lacticas, actinobacterias, levaduras y hongos filamentosos en los
sustratos con los distintos tratamientos, de la misma forma que se realizé con los

biopreparados. Los recuentos se realizaron para las 4 repeticiones de cada tratamiento.

La actividad microbiana se estimé mediante la evaluacién de la respiracion del suelo por
retrotitulaciéon con HCl del CO, emitido por el suelo incubado 48h a 25°C y capturado por
una solucidon de NaOH, con una humedad equivalente al 75% de capacidad de campo

(Sparling y West, 1990).

Se analizaron mediante cromatografia de suelos, las muestras de suelos antes del trasplante

y después de la cosecha, siguiendo protocolos de Restrepo y Pinheiro (2011).

5.4. Analisis estadisticos

Los valores de los recuentos bacterianos, respiracién microbianay pardmetros agrondmicos
del ensayo de cultivo de lechuga, fueron analizados utilizando el programa Statistica 5.0. Se
examind la distribucién normal de los datos por el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad
de varianzas mediante el test de Bartlett. En los casos donde la distribucidn de los datos fue
normal y las varianzas homogéneas, se evaluaron en cada tiempo y para cada variable
(abundancia de los grupos de microorganismos y respiracion) las diferencias entre los
tratamientos mediante ANOVA de una via (con tratamiento como factor) y el test de Tukey’s

HSD (Honestly Significant Difference). De lo contrario, se realizé el analisis de varianza no
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paramétrico de Kruskal-Wallis y el test de Mann-Whitney. Para los datos agronémicos del
ensayo de cultivo de papa, el andlisis estadistico se realizé bajo el andlisis Residual

Maximum likelihood (de Maxima Verosimitud, o Modelo lineal generalizado).
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6. Resultados

6.1. Elaboracion de los biopreparados

Se logré elaborar con éxito los distintos biopreparados propuestos junto a los productores.
En el transcurso de la investigacidon se trabajé con seis lotes de bokashi: BOK A, BOK B, BOK
E, BOK G, BOK Ry BOK GV, dos de supermagro: SM Ay SM E, y tres de MEN: MEN A, MEN
By MEN E.

Ademas de los tiempos estandar de elaboracién, se evaluaron distintos parametros que
permitieron establecer que cada biopreparado estuviera listo para su utilizacién. En el caso
del Bokashi, se determind que estaba listo una vez que la temperatura se estabilizé y que
sus ingredientes estuvieron homogéneamente mezclados. Para el MEN y el Supermagro, se
observé que la fermentacién no produjera mas gases a través de la valvula y que sus
propiedades organolépticas fueran las caracteristicas de este tipo de biopreparados

fermentados para determinar que estaban listos para utilizar.
6.2. Caracterizacion de los biopreparados

6.2.1. Caracterizacion fisicoquimica

Se analizd la composicidn fisicoquimica de dos bokashis y un supermagro: BOK B (utilizado
en el ensayo de cultivo de papa), y de BOK E y SM E (utilizados en el ensayo de cultivo de
lechuga) (Tabla 3). Los resultados para los macronutrientes en BOK B Y BOK E presentaron
diferencias. Se hallé en BOK E mayor contenido de fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro,
manganeso, zinc y cobre, y menor contenido de nitrégeno en comparaciéon con BOK B. El
pH de BOK B fue 8,5 mientras que BOK E fue 7,7. En BOK E el porcentaje de materia organica
fue 29,4% vy la relacion C/N fue 40,9. La concentracidn de macronutrientes, micronutrientes

y el pH del supermagro E se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3. Analisis fisicoquimico de Bokashi B (BOK B) y Bokashi E (BOK E).

Parametro BOKB BOKE
Nitrégeno (ppm) 10000 4300
Fosforo (ppm) 19.1 302
Potasio (ppm) 467 2768
Calcio (ppm) 48 3842
Magnesio (ppm) 8 414
Hierro (ppm) 3.8 9
Manganeso (ppm) 0.8 112
Zinc (ppm) 1.7 55
Cobre (ppm) 0 4.7
Boro (ppm) 0.1 0.1
Electroconductividad (dS/m) 2.81 1.8
pH 8.5 7.7
Relacion carbono/nitrogeno | no determinado 40.9
Materia orgénica (%) No determinado 29.4

Tabla 4. Analisis fisicoquimico de Supermagro E (SM E).

Parametro SME
Nitrégeno (ppm) 1400
Nitrégeno amoniacal (ppm) 600
Fosforo (ppm) 360
Potasio (ppm) 4620
Calcio (ppm) 4080
Magnesio (ppm) 1300
Hierro (ppm) 404
Manganeso (ppm) 283
Zinc (ppm) 1600
Cobre (ppm) 218
Boro (ppm) 923
Azufre (ppm) 2080
Sodio (ppm) 1300
Aluminio (ppm) 147

pH 5.5
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6.2.2. Caracterizacion microbiologica

6.2.2.1. Abundancia de grupos microbianos de interés en los biopreparados por métodos

dependientes de cultivo

Se determind la abundancia de seis grupos de microorganismos de interés en diferentes
bokashis: levaduras, hongos filamentosos, bacterias dacido I4cticas, actinobacterias,
bacterias fototréficas, y bacterias heterétrofas totales (Tabla 5). Las medias de las
abundancias fueron 3,8 x10* UFC/g para levaduras, 7,0 x10* UFC/g para hongos
filamentosos, 6,9 x10° UFC/g para bacterias &acido lacticas, 3,6 x107 UFC/g para
actinobacterias, y 2,4 x108 UFC/g para bacterias heterdtrofas totales (Tabla 5). En ningun
bokashi se encontraron bacterias fototréficas. Los dos grupos mas abundantes fueron las
bacterias heterdtrofas totales con una abundancia del orden de 107 a 10® UFC/g vy las
actinobacterias con una abundancia del orden de 10° a 10’ UFC/g. Por su parte la
abundancia de bacterias acido lacticas estuvo en el rango de 10* a 10® UFC/g, mientras que
el rango de las abundancias de levaduras y hongos filamentosos fue de 103 a 10° UFC/g

(Figura 1).

Tabla 5. Abundancia de grupos de microorganismos de interés en Bokashis

Levaduras Hongos filamentosos | Bacterias acido Bacterias Actinobacterias

(UFC/g) (UFC/g) lacticas (UFC/g) | heterétrofas (UFC/g) (UFC/g)

BOK A 1,7 x10* 7,3 x10% 5,8 x10% 2,7 x108 2,3 x107

BOK B 1,7 x10* 1,2 x10° 6,2 x10* 1,8 x108 4,5 x10’

BOK M 1,7 x10° 1,1 x10° 1,3 x10° 3,2 x108 2,0 x107
BOKR 5,0 x103 1,0 x103 1,1 x10° 3,8 x108 1,2 x108

BOK GV 9,0 x10* 1,0 x10° 1,4 x10° 2,7 x108 5,0 x10°
BOK E 1,0 x10° 1,6 x10* 12 x10° 1,2 x10’ 6,0 x10°

Media 3,8 x10* 7,0 x10% 6,9 x10° 2,4 x108 3,6 x10’
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Abundancia de grupos microbianos cultivables en diferentes Bokashis
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FIGURA 1. Abundancia de grupos microbianos de interés en diferentes preparaciones de bokashi.

Las abundancias de levaduras, hongos filamentosos, bacterias acido lacticas, y bacterias
heterdtrofas fueron similares en BOK A (utilizando aserrin ademas de cascarilla de arroz) y
en BOK B (utilizando cascarilla de arroz como es la forma tradicional), el Unico grupo que
presentd diferencias significativas en su abundancia fueron las actinobacterias, cuya
abundancia en BOK B fue el doble que en BOK A. Ambos preparados tuvieron una
comunidad microbiana con alta abundancia de actinobacterias y bacterias heterétrofas y
una menor abundancia de levaduras y hongos filamentosos, y bacterias acido lacticas

(Figura 2).
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Abundancia de grupos cultivables en Bokashi A y Bokashi B
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FIGURA 2. Abundancia de grupos microbianos de interés en BOK A (utilizando aserrin para sustituir la mitad
de la cascarilla de arroz entre sus ingredientes) y de BOK B (receta tradicional Unicamente con cascarilla de
arroz). Se grafica la media de 3 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre un
mismo grupo microbiano para cada tratamientos por ANOVA - Tukey’s (p<0,05); las barras de error representan
el desvio estandar

Se determind la abundancia de los mismos grupos de microorganismos para las tres
preparaciones de MEN: MEN A, MEN B y MEN E (Tabla 6, Figura 3). El grupo de bacterias
mayoritario en este biopreparado fue el de las bacterias acido lacticas con una abundancia
del orden de entre 107 y 10® UFC/ml, abundancia similar al nimero de bacterias
heterétrofas en el preparado. MEN E, presentd una abundancia de hongos filamentosos del
orden de 10* UFC/ml y no se detectaron actinobacterias, mientras que MEN A y B
presentaron una abundancia de actinobacterias del orden de 103 UFC/ml y no presentaron
hongos filamentosos. En cuanto a las levaduras, su abundancia varié entre 103 UFC/ml para
el caso de MEN A y MEN E y 10° UFC/ml para MEN B. En ninguno de los preparados se

encontraron bacterias fototroficas.

Tabla 6. Abundancia de grupos de microorganismos de interés en MEN

Levaduras Hongos filamentosos Bacterias dcido | Bacterias heterétrofas | Actinobacterias

(UFC/ml) (UFC/ml) lacticas (UFC/ml) (UFC/ml) (UFC/ml)
MEN A 1,6 x103 <LD 3,4 x107 3,7 x107 9,0 x10?
MEN B 7,7 x10° <LD 1,2 x108 9,7 x107 1,2 x103
MEN E 1,0 x103 1,2 x10* 4,7 x107 3,1 x107 <LD
Media 2,6 x10° 4,0 x103 6,7 x107 5,5 x107 7,0 x102

*LD = Limite de deteccién 1,0 x102 UFC/ml
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Abundancia de grupos cultivables en MEN Liquido
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FIGURA 3. Abundancia de grupos microbianos de interés en diferentes preparaciones de Microorganismos
Eficientes Nativos.

Al comparar las abundancias de los grupos de interés de MEN A (sin ceniza) y MEN B (con
agregado de ceniza) se observd que MEN A tuvo menor abundancia de levaduras (103
UFC/ml) en comparacién con MEN B (10° UFC/ml). También se observaron diferencias en la
abundancia de bacterias acido lacticas y bacterias heterétrofas siendo para ambos grupos

microbianos del orden de 10 UFC/ml en MEN Ay 108 UFC/ml en MEN B (Figura 4).

Abundancia de grupos cultivables en MEN A y MEN B
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FIGURA 4. Abundancia de grupos microbianos de interés en MEN A (receta tradicional sin enriquecer con
ceniza) y de MEN B (enriquecido con ceniza). Se grafica la media de 3 repeticiones; letras diferentes
representan diferencias significativas entre un mismo grupo microbiano para cada tratamiento por ANOVA -
Tukey’s (p<0,05); las barras de error representan el desvio estandar
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Se determind por el método de recuento en placa la abundancia de microorganismos de
interés en las dos preparaciones de supermagro: SM A, producido por los productores de
Rincdn de Pando y SM E, producido por la empresa Ecosativa. Para SM A, no se logré cultivar
ninguln tipo de microorganismo. Para SM E, se pudieron cultivar hongos filamentosos y
bacterias &cido lacticas, con abundancias de 1,1 x10* UFC/ml y 3,3 x10°® UFC/ml
respectivamente, y no se lograron cultivar levaduras, actinobacterias, bacterias fototroéficas

ni bacterias heterotrofas (Tabla 7, Figura 5).

Tabla 7. Abundancia de grupos de microorganismos de interés en Supermagro

Levaduras | Hongos filamentosos | Bacterias acido Bacterias Actinobacterias
(UFC/ml) (UFC/ml) lacticas (UFC/ml) | Heterétrofas (UFC/ml) (UFC/ml)
SMA <LD <LD <LD <LD <LD
SME <LD 1,1 x10* 3,3 x103 <LD <LD

*LD = Limite de deteccidn 1,0 x102 UFC/ml

Abundancia de grupos cultivables en Supermagro
4,5
4
38 3,5
%’ 3 M Levaduras
éo 2,5 Hongos filamentosos
§ 2 B Bact. Acido l4cticas
'§ 1,5 M Bacterias heterdétrofas
é 1 B Actinobacterias
0,5
0
SME

FIGURA 5. Abundancia de grupos microbianos de interés en SM E.

Se determind por el mismo método la abundancia de los grupos de microorganismos de
interés en el estiércol de gallina utilizado para el ensayo de cultivo de papa a campo (Tabla
8). Presentd una abundancia de levaduras del orden de 10% UFC/g, de hongos filamentosos
del orden de 10° UFC/g, de bacterias acido lacticas del orden de 10° UFC/g, de
actinobacterias del orden de 102 UFC/g, y de bacterias heterdtrofas totales del orden de 10°

UFC/g (Figura 6).
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Tabla 8. Abundancia de grupos de microorganismos de interés en estiércol de gallina

Levaduras | Hongos filamentosos | Bacterias acido Bacterias Actinobacterias
(UFC/g) (UFC/g) lacticas (UFC/g) | Heterétrofas (UFC/g) (UFC/g)
Estiércol de gallina | 5,0 x10? 1,2 x103 8,9 x10° 2,3 x10° 2,2 x108

Abundancia de grupos cultivables en estiércol de gallina
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FIGURA 6. Abundancia de grupos microbianos de interés en estiércol de gallina.

6.2.2.2. Estabilidad microbioldgica de los Bokashis

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de BOK A y BOK B, se determiné la abundancia de
los distintos grupos de interés al momento de estar listos para su utilizacionyalos 2,4y 6
meses de almacenados. El aumento o disminucidn de la abundancia de cada grupo de
microorganismos en funcién del tiempo fue similar para ambos bokashis. A los 6 meses de
almacenamiento, se observé que las abundancias de levaduras, bacterias acido lacticas, y
bacterias heterétrofas disminuyeron un orden de magnitud tanto en BOK A como en BOK
B, la abundancia de actinobacterias disminuyd un orden en BOK Ay dos érdenes en BOK B,
mientras que la abundancia de hongos filamentosos aumenté a casi el triple en BOK Ay se
mantuvo en BOK B (Tabla 9). Se encontré que la composicién de la comunidad microbiana
de BOK A y BOK B vario durante los 6 meses en que fueron almacenados en bolsas de

plastillera a partir de que estuvieron listos para su utilizacién (Figuras 7 y 8).
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Tabla 9. Estabilidad de Bokashi A y B durante su almacenamiento a partir de que esta listo para utilizarse

Bioinsumo | Mes | Levaduras | Hongos filamentosos | Bacterias acido Bacterias Actinobacterias

(UFC/g) (UFC/g) lacticas (UFC/g) | Heterétrofas (UFC/g) (UFC/g)

0 1,7 x10% 7,3 x10% 5,9 x10% 2,7 x108 2,3 x107

BOK A 2 2,1x10* 3,2 x10* 2,1x10% 2,9 x107 5,1 x10°

4 5,0 x103 8,1 x10* 2,7 x10% 5,5 x107 1,4 x10’

6 2,0x103 1,9 x10° 6,9 x103 3,2 x107 1,0 x10°

0 1,7 x10* 1,2 x10° 6,2 x10* 1,8 x108 4,5 x10’

BOK B 2 | 3,2x10° 2,6 x10* 1,6 x10* 5,0 x10’ 6,3 x10°

4 7,0 x10° 5,5 x10% 2,3 x10% 2,8 x107 1,1 x10’

6 5,0 x103 1,1x10° 8,9 x10° 2,4 x107 1,0 x10°

*LD = Limite de deteccién 100 UFC/ml

Variacion de la abundancia de grupos cultivables en BOK A
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FIGURA 7. Abundancia de microorganismos durante el almacenamiento de BOK A
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Variacion de la abundancia de grupos cultivables en BOK B
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FIGURA 8. Abundancia de microorganismos durante el almacenamiento de BOK B.

6.2.2.3. Estabilidad microbioldgica de los MEN

Se encontrd que la composicion de la comunidad microbiana de MEN A (sin ceniza) y MEN
B (con ceniza) varié de forma distinta para cada uno de los biopreparados durante los 6
meses de almacenamiento en botella de plastico cerrada (Figuras 9 y 10). Cabe destacar
gue en ninguno de los dos MEN se detecté presencia de hongos filamentosos luego de estar
listos para su utilizacién. En el caso de MEN A, a los 6 meses de almacenamiento la
abundancia de levaduras aumenté 20 veces, la de bacterias heterdtrofas aumento 8 veces,
mientras que la abundancia de bacterias acido lacticas disminuyd levemente y no se
constatd presencia de actinobacterias, que si se habian encontrado en el orden de 103 en
el mes 4. Para el caso de MEN B, a los 2 meses ya no se encontré presencia de levaduras,
cuya abundancia en el mes 0 (al momento de estar listo para utilizarse) era del orden de
10°, y a los 6 meses no se constatd presencia de actinobacterias, cuya abundancia era del
orden de 102 en el mes 4, y se observé una disminucidn en la abundancia de bacterias acido
l[acticas del 10% y una disminucion de la abundancia de bacterias heterdtrofas del 80%

(Tabla 10).
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Ademads a los 2 meses el MEN B sufrié un cambio en sus propiedades organolépticas,
cambiando su color a un marrén oscuro y desarrollando un olor intenso diferente al

esperado.

Tabla 10. Estabilidad de MEN A y MEN B durante su almacenamiento a partir de que esta listo para utilizarse (mes 0)

Bioinsumo | Mes | Levaduras | Hongos filamentosos Bacterias acido Bacterias Actinobacterias
(UFC/ml) (UFC/ml) lacticas (UFC/ml) | Heteré6trofas (UFC/ml) (UFC/ml)

0 1,6 x103 <LD 3,4 x107 3,7 x107 9,0 x10?

MEN A 2 | 2,2x10° <LD 2,3 x10’ 1,4 x107 2,0x10°
4 2,1x10° <LD 2,5 x10’ 3,1x10’ 9,0 x103
6 2,9 x10% <LD 2,9 x107 3,1x108 <LD
0 7,7 x10° <LD 1,2 x108 9,7 x107 1,2 x103

MEN B 2 <LD <LD 3,3 x10’ 1,3 x107 3,0 x10
4 <LD <LD 2,8 x10’ 3,5 x107 3,0 x10°
6 <LD <LD 1,3 x10’ 1,9 x10’ <LD

*LD = Limite de deteccién 100 UFC/ml

Variacion de la abundancia de grupos cultivables en MEN A
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FIGURA 9. Estabilidad en el tiempo de la comunidad microbiana de MEN A.
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Variacion de la abundancia de grupos cultivables en MEN B
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FIGURA 10. Estabilidad en el tiempo de la comunidad microbiana de MEN B.

6.2.2.4. Estructura de la comunidad de microorganismos en los biopreparados

Se estudid la estructura de la comunidad bacteriana total presente en BOK A, BOK B, MEN
A, y MEN B, a distintos niveles taxondmicos. Se presentan los resultados obtenidos a nivel

de filo y a nivel de género.

Para el caso de los bokashis, se identificaron 92 géneros comprendidos en 19 filos. Los filos
mas abundantes fueron Proteobacteria, con una abundancia relativa de 42,2% en BOK Ay
50,8% en BOK B, Chloroflexi cuya abundancia relativa fue 28,4% en BOK Ay 18,2% en BOK
B, seguidos por los filos Acidobacteria y Planctomycetes (Figura 11). Los géneros
mayoritarios resultaron ser Herpetosiphon con una abundancia relativa de 7,9% en BOK Ay
de 1,4% en BOK B, y Pseudomonas con abundancias relativas de 4,1% y 7,5%
respectivamente. A nivel de género no se pudo identificar aproximadamente la mitad de las
unidades taxondmicas operativas (OTU) en cada bokashi, categorizandolas como
“Indefinidos” (Figura 12). A grandes rasgos la estructura de la comunidad de bacterias fue
similar entre ambas preparaciones. Los porcentajes correspondientes a cada filo y género

de las graficas 11y 12, se encuentran en el Anexo 3.
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FIGURA 11. Estructura de la comunidad bacteriana a nivel de filo en BOK A y BOK B.
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FIGURA 12. Estructura de la comunidad bacteriana a nivel de género en BOK A y BOK B.
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Para los MEN A y B, se identificaron 11 filos. Los mayoritarios fueron: Firmicutes con

abundancia relativa de 64,2% y 83,9%, respectivamente, y Proteobacteria con abundancia

relativa de 35,8% y 15,9%, respectivamente. El resto de los filos que aparecen en la grafica

tienen una abundancia relativa menor a 0,04% (Figura 13). Se identificaron 22 géneros,

siendo el mayoritario Lactobacillus con una abundancia relativa del 41,9% y 65,6% para

MEN Ay MEN B, respectivamente. Se encontraron diferencias entre las dos preparaciones

en cuanto al resto de los géneros mayoritarios, algunos de ellos son: Aeromonas,

Lactococcus, Enterobacter, y Pediococcus (Figura 14).
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FIGURA 13. Estructura de la comunidad bacteriana a nivel de filo en MEN Ay MEN B.
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FIGURA 14. Estructura de la comunidad bacteriana a nivel de género en MEN Ay MEN B.

Se estudid la estructura de la comunidad total de hongos presente en BOK A, BOK G, BOK E

MEN A, y MEN E, a distintos niveles taxondmicos. Se presentan los resultados a nivel de filo

y a nivel de género.

Para los distintos bokashi se identificaron 92 géneros pertenecientes a 11 filos. Los filos mas

abundantes fueron Ascomycota para BOK A, BOK G y BOK E, con abundancias relativas de

74,1%, 81,8% y 79,6% respectivamente, seguido por Mortierellomycota en el caso de BOK

A, Basidiomycota en el caso de BOK G, y Rozellomycota en el caso de BOK E (Figura 15).Los

géneros mayoritarios resultaron Chaetomium, Zopfiella, Mortierella, Cladorrhinum, y

Trichosporon (Figura 16).
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FIGURA 16. Estructura de la comunidad de hongos a nivel de género en BOK A, BOK Gy BOK E.
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Para MEN Ay E se identificaron 2 filos: Ascomycota, el Unico presente en MEN Ay 99,6% en
MEN E, y Basidiomycota con una abundancia relativa de 0,4% en MEN E (Figura 17). Se
identificaron 11 géneros, siendo los mayoritarios Sacharomyces en MEN A, con una
abundancia relativa del 93,6% y Candida en MEN E, con una abundancia relativa del 93,7%.
A pesar de que en ambos MEN dominaron las levaduras de la familia Saccharomycetaceae,

éstos difirieron en los géneros que los componen (Figura 18).
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FIGURA 17. Estructura de la comunidad de hongos a nivel de filo en MEN Ay MEN E.

Abundancia relativa de hongos a nivel de género en MEN A y MEN E
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FIGURA 18. Estructura de la comunidad de hongos a nivel de género en MEN Ay MEN E.
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6.2.3. Caracterizacion por cromatogradfia de suelos

Por cromatografia se evalud la maduracién y calidad de BOK A, BOK B, y BOK E. La zona
interna se ve color crema en los tres abonos lo cual indica que tienen una buena aireacién
y no estdn compactados en exceso, en especial BOK E cuya zona interna es mayor. La regién
mineral (zona media) es de mayor tamafio en BOK A y B en comparacién con BOK E. Por
otro lado, BOK E presenté mayor contenido de materia organica (zona media) que BOK Ay
B. La regién enzimdtica (zona externa) que representa la actividad microbioldgica esta
visible en los tres abonos. La poca integracion entre las zonas refleja la elaboracion répida
de este compost, donde no se han llegado descomponer todos los ingredientes. Los colores

pardo, marrén y ocre son caracteristicos en los abonos de buena calidad (Figura 19).

. Zona media
Zona interna

Zona externa

L

FIGURA 19. Cromatografia de suelos de BOK A (izquierda), BOK B (medio), y BOK E (derecha).
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6.3. Efecto de la aplicacion de biopreparados en el suelo y en el rendimiento

de los cultivos

6.3.1. Ensayo de cultivo de papa en campo

6.3.1.1. Efecto de la aplicacion de biopreparados en la comunidad microbiana del suelo

Se analizé mediante métodos dependientes de cultivo las abundancias de los grupos de
interés en los suelos de los distintos tratamientos de un ensayo de cultivo de papa en campo
(Figura 20). No hubo diferencias significativas para actinobacterias, bacterias heterétrofas
totales, levaduras y hongos filamentosos, pero si para bacterias acido lacticas cuya
abundancia fue mayor en el tratamiento Control (C) en comparacién con el que recibid
aplicacion de estiércol de gallina (EG) y el que recibid aplicaciéon de bokashi y MEN (BM)
(Tabla 11).

Abundancia de grupos cultivables en suelos con distintas
aplicaciones de biopreparados
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FIGURA 20. Abundancia de grupos cultivables en suelos de un cultivo de papa con tres tratamientos: Control
(C), con agregado de estiércol de gallina (EG) y con agregado de bokashi y MEN (BM). Se grafica la media de 4
repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre un mismo grupo microbiano para
cada tratamiento por ANOVA - Tukey’s (p<0,05).
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Tabla 11. Abundancia de grupos cultivables en suelos de un cultivo de papa con tres tratamientos: Control (C), con agregado de
estiércol de gallina (EG) y con agregado de bokashi y MEN (BM). Se expresa la media de 4 repeticiones para cada tratamiento,
medido en unidades formadoras de colonia por gramo de suelo seco.

Tratamiento Levaduras Hongos filmanetosos | Bacterias acido Bacterias Actinobacterias
(UFC/g) (UFC/g) lacticas (UFC/g) | Heterétrofas (UFC/g) (UFC/g)
C 5,2x10% @ 2,9%x10° @ 4,1x10% ° 5,5x107 @ 9,5 x10° 2
EG 3,8 x10% 2 3,2x10° @ 1,7 x103 b 1,1x108 @ 1,0x107 2
BM 4,1x10* @ 3,2x10° @ 1,7x10% * 8,7x107 @ 7,7x10° @

6.3.1.2. Efecto de la aplicacion de biopreparados en el rendimiento del cultivo de papa

La aplicacidon de biopreaprados no mostré diferencias significativas en ninguna variable

productiva (rendimiento/parcela, rendimiento/planta, severidad de enfermedades) bajo el

analisis de maxima verosimilitud. Sin embargo, se observd una tendencia de mayor

rendimiento y sanidad del tratamiento BM (con bokashi y MEN) frente al tratamiento C

(control).

Tabla 12. Rendimiento por parcela, rendimiento por planta y severidad de enfermedades foliares en un cultivo
de papa con tres tratamientos distintos. Se expresa la media de 4 repeticiones para cada tratamiento.

Tratamiento | Rendimiento/parcela (g) | Rendimiento/planta (g) | Severidad (% de hoja afectado)
C 2110 a 431 a 32 a
EG 2420 a 453 a 21 a
BM 2335 a 503 a 22 a
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6.3.2. Ensayo de cultivo de lechuga en condiciones controladas

6.3.2.1. Efecto de la aplicacion de biopreparados en la comunidad microbiana del suelo

Se analizaron por el método de recuento en placa, las abundancias de grupos microbianos
de interés en los suelos de los diferentes tratamientos del ensayo de cultivo de lechuga en

condiciones controladas (Figura 21).

Para las levaduras, se encontré la mayor abundancia en los tratamientos BOK y BSM,
seguidos de BS+M, B+SM y MEN, mientras que la menor abundancia se encontré en el
tratamiento AG, sin embargo ninguna de estas diferencias fueron significativas. Para los
hongos filamentosos, se encontré la mayor abundancia en los tratamientos B+SM, BSM,
BOK y BS+M, mientras que la menor abundancia se encontré en el tratamiento C, seguido
por AG. Para los bacterias acido lacticas, no se encontraron diferencias significativas, siendo
BOK el tratamiento con mayor abundancia y SM y BS+M los que presentaron menor
abundancia. Para las actinobacterias, se encontrd la mayor abundancia en los tratamientos
BSM, B+SM, BS+M y BOK, mientras que la menor abundancia se hallé en los tratamientos
C, SM y MEN. Para las bacterias heterétrofas totales, la mayor abundancia se encontrd en
los tratamientos B+SM, BS+M, BSM, BOK y CP, mientras que la menor abundancia se hallé
en los tratamientos C, AG y SM. En resumen, se observé un aumento significativo de la
abundancia de hongos filamentosos, bacterias heterdtrofas y actinobacterias en los
tratamientos con aplicacion de bokashi respecto al control, al agregado de fertilizante
sintético, SM y MEN, y una tendencia al aumento de la abundancia de levaduras y bacterias

acido lacticas. (Tabla 13).

64



Abundancia de grupos cultivables en suelos con distintas
aplicaciones de biopreparados
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FIGURA 21. Abundancia de grupos cultivables en suelos de un cultivo de lechuga con distintos tratamientos.
C: Control (sélo con agua de riego), CP: 40g de cama de pollo por maceta, AG: Fertilizante quimico diluido al
8%, BOK: 280g (~450ml) de bokashi por maceta, SM: Supermagro diluido al 5%, MEN: Microorganismos
Eficientes Nativos diluidos al 5%, BSM: 280g bokashi + Supermagro al 5% + MEN al 5%, B+SM: 400g (~800ml)
de bokashi + supermagro al 5% + MEN al 5%, BS+M: 280g de bokashi + supermagro al 10% + MEN al 5%. Se
grafica la media de 4 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas entre un mismo
grupo microbiano para cada tratamiento por ANOVA - Tukey’s (p<0,05).

Tabla 13. Abundancia de grupos de microorganismos de interés en suelos de un cultivo de lechuga con distintas aplicaciones
de biopreparados. Medido en unidades formadoras de colonia por gramo de suelo seco.

Tratamiento Levaduras Hongos Filamentosos | Bacterias acido Bacterias Actinobacterias
(UFC/g) (UFC/g) lacticas (UFC/g) | heterétrofas (UFC/g) (UFC/g)

C 5,7x10° a 6,7 x10* a 3,1x10% a 2,2x107 a 4,6x10° a
cP 5,6 x10° a 9,4 x10* a 3,9x10% a 3,7x107 ab 8,7 x10° bc
AG 2,7x10% a 8,3x10* a 4,3x10° a 2,1x107 a 6,3x10% ab
BOK 2,3x10* a 3,9x10° ¢ 49x10° a 3,7x10” b 1,2x107 ¢
Sm 8,5x10° a 9,9x10* a 2,6 x10° a 2,0x107 a 5,1x10° a

MEN 1,1x10* a 1,5x10°> ab 3,8x10° a 2,7x107 ab 5,3x10° ab
BSM 2,4x10* a 4,4x10° c 4,1x103 a 4,2x107 b 1,4 x107 ¢
B+SM 1,3x10* a 5,9x10° ¢ 4,2x10° a 4,6x10" b 1,3x107 ¢
BS+M 1,8 x10* a 3,7 x10° bc 2,9x10% a 4,2x10" b 1,2x107 ¢

Se analizé por respiracién la actividad microbiana en los suelos de los distintos tratamientos
del ensayo de lechuga. El suelo tratado con bokashi (BOK) fue el que presentdé mayor
actividad microbiana, siendo ésta 5 veces mayor que la actividad microbiana del suelo

tratado con aplicacion de fertilizante sintético (AG), 4 veces mayor que los suelos tratados
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con cama de pollo (CP) o con aplicaciéon de Microorganismos Eficientes Nativos (MEN), y 3

veces mayor que el tratamiento control (C) (Figura 22).

Actividad microbiana en suelos de un cultivo de lechuga con

distintas aplicaciones de biopreparados
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Figura 22. Actividad microbiana en el sustrato medida como respiracion. Se grafica la media de 4 repeticiones;
letras diferentes representan diferencias significativas entre los tratamientos por ANOVA - Tukey’s (p<0,05);
las barras de error representan el desvio estandar.

6.3.2.2. Efecto de la aplicacion de biopreparados en las propiedades del suelo

Se estudié por el método de cromatografia de suelo, las muestras de los distintos
tratamientos al finalizar el ensayo. Ninguno de los suelos presentd buena integracion de las
distintas zonas del cromatograma. La zona interna se observa pequena y de color oscuro lo
gue refleja una estructura pobre, de un suelo compactado, y con poca aireacion. La zona
media muestra una amplia zona mineral similar en todas las muestras y la zona que
representa la materia orgdnica ocupa una proporcién minoritaria. En cuanto a la zona
externa, se observa actividad enzimatica mayor en CP, AG, BOK, SM, MEN, y BSM. Las

diferencias observadas son menores.
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Figura 23. Cromatografias de suelo de los diferentes tratamientos del ensayo de cultivo de lechuga.

6.3.2.3. Efecto de la aplicacion de biopreparados en el rendimiento del cultivo de lechuga

Se analizaron pardmetros agrondmicos para evaluar el rendimiento del cultivo de lechuga
en condiciones controladas. Se presentan los resultados de los siguientes parametros

evaluados: peso fresco y seco tanto de parte aérea como de raices (Tabla 14).

Se observé que CP y AG tuvieron los mayores pesos frescos de parte aérea, seguidos por
BOK, sin embargo en cuanto al peso seco de parte aérea, BOK fue el Unico que se diferencié
significativamente del control. Ademas BOK fue el que presentd menor relacién entre peso

fresco y seco de parte aérea, evidenciando una menor acumulacién de agua en los tejidos.

En relacidén al peso fresco y seco de raiz, el valor mas alto fue el de BOK, y los tratamientos
gue mostraron menor relacién entre peso fresco y seco de raiz fueron B+SM, MEN, BOK y

BSM, nuevamente evidenciando una menor acumulacién de agua en los tejidos.
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Tabla 14. Valores de peso fresco y seco de parte aérea y de raiz en cultivo de lechuga en condiciones controladas.

Valores medios de 4 repeticiones; letras diferentes representan diferencias significativas para cada variable; *diferencia significativa con el control

(C) por ANOVA - Tukey’s (p<0,05).

Tratamiento Pescf fresco Pes.o seco Fresco./seco Peso’fresco Pes? seco Fresc.o/seco
foliar (g) foliar (g) foliar raiz (g) raiz (g) radicular
C 28,86 c 1,35 b 25,27 1,89 b 0,16 b 14,27
cP 62,44 a 2,27 ab 30,02 3,73 ab 0,39 ab 11,67
AG 46,56 a 2,11 ab 23,10 1,87 b 0,14 b 13,58
BOK 32,90 b 2,47 a 13,43 5,26 0,74 a 8,63 *
Sm 26,58 c 1,38 ab 21,74 1,41 0,17 10,27
MEN 24,20 o 1,65 ab 15,11 2,77 ab 0,34 a 8,14 *
BSM 23,42 o 1,29 b 20,12 2,18 ab 0,31 ab 8,69 *
B+SM 18,18 d 1,44 ab 13,93 2,68 ab 0,47 ab 7,95 *
BS+M 25,62 C 1,50 ab 17,42 1,69 b 0,16 b 11,43
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7. Discusion

7.1. Caracterizacion del abono Bokashi

7.1.1. Caracterizacion fisicoquimica

Se obtuvieron resultados muy diferentes para los distintos parametros analizados, en
especial para los macronutrientes, lo que puede deberse a diferencias entre los materiales
utilizados inicialmente para su produccidn, ya que tuvieron diferentes procedencias, como
por ejemplo el estiércol y al suelo, cuyas composiciones de nutrientes pueden ser muy
diferentes segun el estado de maduracion del estiércol o las caracteristicas del suelo. Pérez
et al. (2008) analizaron la composicién fisico-quimica de 6 bokashis, observando
variabilidades importantes entre cada uno de los pardmetros observados en cada bokashi,
lo que le atribuyen a la cantidad de humedad (relacionada con el lavado de los nutrientes y
la actividad microbiana), la calidad de la materia prima utilizada, si es estiércol fresco o viejo,

y de qué especie de animal y tipo de crianza proviene.

En ambos bokashis el pH resulté ligeramente alcalino y lo mismo reportaron Arrieta et al.
(2018) y Pérez et al. (2008), esto puede deberse al tipo de insumos utilizados en su

elaboracién, como es el carbonato de calcio cuyo aporte aumenta el pH.

La relacién C/N del BOK E con un valor de 40.9 demuestra que ese lote resulté en un abono
de lenta liberacién de nutrientes, ya que los microorganismos carecen del nitrégeno
necesario para descomponer la materia orgdnica y metabolizar el carbono organico
contenido en la misma. Esto se puede explicar por el tipo de estiércol utilizado, que en esa
ocasion no fue fresco, estaba carente de orina, y por tanto deficiente en nitréogeno. Esta
relacion puede manipularse facilmente utilizando un estiércol mas fresco, o aumentando la

cantidad de este ingrediente, lo cual ha sido experimentado por la empresa Ecosativa
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logrando relacidon C/N de 10:1 a 30:1, prefiriéndose como valor éptimo entre 15:1 y 20:1
para que el nitrogeno esté disponible al ser aplicado en los cultivos (A. Ferreira,

comunicacion personal, 3 de abril de 2021).

Cabe destacar que los aportes del abono bokashi, no son solamente sus nutrientes, sino el
aporte de materia organica compleja y microorganismos. La materia orgdnica se ira
mineralizando por accién de los microorganismos a medida que el cultivo se vaya
desarrollando y de esta manera evitar excesos y lixiviaciones o volatilizacién de nutrientes
como el nitrégeno (Pérez et al., 2012). BOK E, presentd un contenido de materia organica
del 29%, lo cual esta dentro de los valores encontrados por Pérez et al. (2008) al analizar 6
bokashis producidos en distintas granjas, cuyos porcentajes de materia orgdnica variaron
entre 25y 40%. Por su parte la empresa Ecosativa, luego de analizar 6 bokashis producidos,
encontré que el promedio del porcentaje de materia organica fue 34%, siendo el valor
menor 29% y el mayor 48% (A. Ferreira, comunicacion personal, 3 de abril de 2021). El otro
aporte del bokashi son los microorganismos, que descomponen la materia organica y
sintetizan sustancias que pueden promover el crecimiento vegetal, permitir la
disponibilidad de nutrientes como por ejemplo el fésforo, y competir o inhibir otros

microorganismos patogenos (Restrepo, 2007; Ortiz, 2009; Chaudhary et al., 2013).

7.1.2. Caracterizacion microbiologica

A grandes rasgos se puede considerar que las abundancias de los principales grupos de
microorganismos cultivables de interés se mantuvieron en una proporcién similar entre si
para cada uno de los distintos bokashis analizados. El grupo de bacterias heterdtrofas, que
abarca la gran mayoria de las bacterias descomponedoras de materia organica fue el mas
abundante, alcanzando valores medios de 8,2 log UFC/g; seguido por las actinobacterias,
con una abundancia media de 7,3 log UFC/g, conocidas por su capacidad para producir
compuestos antimicrobianos que pueden ayudar a inhibir la proliferacién de patégenos;

bacterias acido lacticas con 5,5 log UFC/g, promotores de la fermentacion lactica de la
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materia orgdnica y productores de acido lactico que inhibe el desarrollo de patdgenos; y en
menor cantidad se encontraron los hongos filamentosos, con 4,5 log UFC/g,
descomponedores de materia organica; y levaduras, con 4,2 log UFC/g, que producen
hormonas y enzimas que son utilizadas por el resto de la comunidad microbiana; y no se
encontraron bacterias fototréficas. Existieron variaciones como en el caso de BOK B que
presentd mayor cantidad de actinobacterias en comparacion a BOK A, o BOK R que presenté
menor abundancia de hongos filamentosos y levaduras en comparacion al resto, o BOK E
que presentd menor abundancia para todos los grupos de microorganismos de interés. Esto
pudo deberse a diferencias en el proceso de produccion como son las diferentes
temperaturas alcanzadas durante el proceso de descomposicién y la cantidad de agua
empleada, que normalmente no es medida de forma cuantitativa, sino con la técnica
cualitativa del pufio, donde se evalta que al apretar un pufiado de bokashi, no escurra agua
pero mantenga la estructura y no se desmorone al abrir la palma de la mano (Restrepo,

2007).

El bokashi requiere volteos frecuentes para mantener las temperaturas en el entorno de los
50°C (Soto et al., 2003), pero en los primeros dias se busca que esta temperatura alcance
entre 60 y 65°C para asegurar la eliminacién de microorganismos patégenos (Roman et al.,
2013), esto puede explicar que haya menor abundancia de hongos en comparacién con
bacterias en el bokashi, puesto que estos no toleran temperaturas superiores a 50°C (Tiquia
et al., 2002), lo que favorece a las bacterias heterdtrofas, actinobacterias y bacterias acido
lacticas, cuya velocidad de reproduccidon es mas rdpida en comparacidon con los hongos

(Atlas y Bartha, 2002).

Se identificaron por métodos independientes de cultivo un total de 92 géneros de bacterias
y 72 géneros de hongos en los bokashis analizados. Berendsen et al. (2012) expresa que
varios microorganismos identificados en abonos como el bokashi tienen el potencial de
suprimir las enfermedades transmitidas por el suelo, sin embargo la capacidad de los
abonos orgdanicos para suprimir patoégenos se ha atribuido a la cantidad y diversidad

microbiana total, es decir una supresion general de enfermedades (Berendsen et al., 2012).
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Para los efectos de esta tesis, se comentard la presencia o ausencia de algunos grupos de
interés y sus potencialidades en cuanto a degradacién de materia organica, promocién del

crecimiento vegetal o control de enfermedades.

Al realizar la secuenciacidon masiva para determinar la composiciéon de la comunidad de
bacterias de los bokashis A y B, se observd que el filo dominante fue Proteobacteria con
abundancia relativa de 42% y 51%, respectivamente, seguido por Chloroflexi con
abundancia relativa de 28% y 18%, y otros filos en abundancias menores al 7% como
Planctomycetes, Acidobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes, Actinobacteria,
entre otros. Blaya et al. (2016), encontraron una mayor abundancia de los filos
Proteobacteria y Chloroflexi, en abonos supresivos del hongo Phytophthora nicotianae en
cultivos de morrones. Por su parte Yu et al. (2015), encontraron que los abonos con mas
abundancia de los filos Acidobacteria y Actinobacteria, eran supresores del hongo Pythium
en pepino, estos filos se encontraron en abundancias relativas menores al 10%, sin
embargo, su presencia podria potencialmente colaborar con la supresién de diversos

patégenos, por la capacidad de produccidn de antibidticos y dcidos orgdanicos.

Dentro del filo Proteobacteria, Pseudomonas fue el género mas abundante en BOK B y el
segundo mas abundante en BOK A. Muchas cepas de Pseudomonas son consideradas
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y tienen potencial de control
biolégico (Weller, 2007). La inoculacién de semillas con Pseudomonas previo a la siembra,
es una practica utilizada para prevenir el ataque de enfermedades. Entre algunas de las
enfermedades que pueden controlar estd la antracnosis causada por Colletotrichum
orbiculare, el mal del talluelo o marchitamiento fungico causado por diversos hongos de
géneros como Botrytis, Phytophthora, Pythium, Sclerotinium, el mal del pie causado por
Gaeumannomyces graminis, e infecciones causadas por Fusarium (Gao et al., 2018;
Haddoudi et al., 2017; Mavrodi et al., 2012; Weller, 2007). Algunas Pseudomonas spp.
poseen la capacidad de produccidon de siderdéforos que limitan la cantidad de hierro
disponible para microorganismos patégenos (Matthijs et al, 2007). Este tipo de

rizobacterias, cuando son utilizadas para inocular semillas, tienen facilidad para distribuirse
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rapidamente en todo el sistema radicular de la planta, aumentando las poblaciones en
comparacion con otras plantas que no fueron inoculadas, y persistiendo durante varios

meses por ser buenas colonizadoras de la raiz (Yanes y Bajsa, 2016).

El filo Chloroflexi es abundante en los abonos orgdnicos fabricados con estiércol animal y
participan de la degradacion inicial de macromoléculas como azucares, almidén y restos
celulares (Li et al., 2019). No se ha visto que tengan una funcidén de promocion del
crecimiento vegetal o control bioldgico de enfermedades, sin embargo, por su abundancia
y presencia en diversidad de ambientes, se considera que ocupan un lugar importante en la

ecologia de la comunidad microbiana.

Las bacterias del filo Acidobacteria son consideradas como ingenieras del ecosistema del
suelo agricola, por ser descomponedoras de la materia organica, participar de los procesos
de desnitrificacion, y se las considera piedra fundamental (“key stone”) de los ecosistemas

agricolas (Kalam et al., 2020).

En relacidn al filo Actinobacteria, estd bien documentada su capacidad de produccion de
compuestos antibiéticos y de enzimas que degradan la pared celular de hongos y bacterias
(Pal y Gardener, 2006). También tienen la capacidad de producir sideréforos y de esta
manera promover el crecimiento vegetal, inhibir patégenos o fitoremediar suelos

contaminados con metales pesados (Palaniyandi et al., 2013).

Al realizar la secuenciacién masiva para determinar la composicion de la comunidad de
hongos de los bokashis A, G y E, en todas las muestras se encontré que el filo dominante
fue Ascomycota con una abundancia relativa mayor a 74%, seguido por los filos
Basidiomycota, Morteriellomycota y Rozellomycota en una abundancia relativa
sensiblemente menor. Sin embargo, a nivel de género se encontraron diferencias en la
composicidn, encontrdndose los géneros Zopfiella, Mortierella y Mycothermus dominando
en BOK A, Chaetomium, Trichosporon y Mycothermus dominando en BOK G, y Chaetomium

y Cladorrhinum dominando BOK E, sin embargo, sus abundancias relativas no superaron el
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12% del total de la poblacién de hongos, excepto para Chaetomium en BOK G cuya

abundancia relativa fue de 35%.

La composicion de la comunidad microbiana de los abonos organicos depende ampliamente
de la comunidad microbiana que aportan las materias primas, por lo que es de esperar que
bokashis que utilizaron diferentes estiércoles, tierra y materiales secos, difieran en su

composicion especialmente a nivel de género.

Representantes de los géneros antes mencionados (Chaetomium, Zopfiella, Mortierella,
Mycothermus, Trichosporon y Cladorrhinum) han sido reportados como microorganismos
supresores de enfermedades del suelo, causadas por Fusarium, Pythium, Alternaria,
Rhizoctonia, y/o Phytophthora (Xiong et al., 2017; Aswini, 2019, Huang et al., 2019). Huang
et al. (2019) encontraron que el aumento de la abundancia relativa de Zopfiella y
Mycothermus estaba correlacionado con la disminuciéon de la abundancia relativa de
Fusarium. Asimismo, Blaya et al. (2016) encontraron una mayor abundancia de Zopfiella y

de una cepa no patogénica de Fusarium, en compost supresivos de Phytophthora.

No se encontraron por secuenciacién masiva microorganismos patégenos de humanos
como Escherichia o Salmonella, lo que se puede atribuir a un correcto proceso de
produccién. La presencia de coliformes como Escherichia puede ser un problema a la hora
de fabricar abonos organicos utilizando como materia prima estiércol, es por esto que segun
la resolucion N°97/018 del MGAP, la abundancia de coliformes fecales maxima permitida

en un abono organico es de 1,0 x10% UFC/g.

Por otra parte se encontro presencia del género Fusarium en BOK A, Gy E, con abundancias
relativas de entre 0,4% y 1,4%. Este género esta conformado por algunas cepas causantes
de enfermedades de las plantas, aunque cabe destacar que no todas las especies y cepas
son patogenas (Nelson et al., 1994). Vale la pena mencionar la presencia de este hongo en
los bokashis, puesto que muchas veces se recomienda al abono bokashi para suprimir el
desarrollo de enfermedades causadas por Fusarium, en especial por la presencia de

actinobacterias presentes en este tipo de abonos (Gopalakrishnan et al., 2010).
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Con el objetivo de observar si habia alguna variacion en las abundancias de los principales
grupos de interés al sustituir algun ingrediente de la preparacién original de Restrepo (2007)
por otro mas accesible en la localidad, se produjeron dos bokashis, uno al cual se le sustituyo
parte de la cascarilla de arroz por aserrin (BOK A). Entre BOK A y BOK B no se encontraron
diferencias significativas en los recuentos de ninguno de los grupos analizados. Esto es
interesante ya que permite la posibilidad de cambiar ingredientes, dando mas
independencia a los productores a la hora de fabricar sus abonos orgdnicos. La cascarilla de
arroz aporta carbono a la mezcla, al igual que el aserrin, ambos tienen una relaciéon C/N
especifica, que hay que considerar para que el proceso de descomposicién de la materia
orgdnica se dé de forma eficiente por parte de los microorganismos. Considerando que el
aserrin contiene una relacién C/N 10 veces mas alta, es importante colocar 10 veces menos
de este material, lo que fue tenido en cuenta, de modo que la relacién total al mezclar con
el estiércol no genere una falta de nitrégeno para que los microorganismos puedan
descomponer la materia organica (Roman et al., 2013). Pérez et al. (2013) obtuvieron
resultados diferentes al analizar actinobacterias, bacterias heterétrofas y hongos
filamentosos en 6 bokashis fabricados con diferentes ingredientes, observando que las
actinobacterias fue el grupo de menor variacidn, mientras que los hongos fueron los que
mas variaron. Los investigadores concluyen que la cantidad de microorganismos en las
enmiendas organicas depende de factores como temperatura, humedad, pH, y una
disponibilidad de nutrientes balanceada. Este ultimo punto es a lo que hacemos referencia
a la hora de tener en cuenta la cantidad de carbono y de nitrogeno del ingrediente a
substituir. Por su parte, Jairo Restrepo (2007) en su libro ABC de la Agricultura Organica,
comunica diversidad de recetas para fabricar el abono bokashi, variando las proporciones y
teniendo en cuenta todas las caracteristicas antes mencionadas para realizar un correcto
abono. En su libro él escribe: “Los diferentes materiales que se encuentran disponibles en
las diversas zonas de trabajo, mas la creatividad de los campesinos, hace que se puedan
variar las formulaciones o las recetas, haciéndolas mas apropiadas a cada actividad

agropecuaria o condicién rural”.
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Para determinar cémo afectaba el almacenamiento a las poblaciones de estos grupos de
microorganismos, se hicieron recuentos cada dos meses después de estar listo para su
utilizacion. Se observd que las abundancias de estos grupos variaron durante su
almacenamiento de forma similar para BOK A y BOK B, lo que demuestra una vez mas que
el comportamiento de los microorganismos en estas preparaciones fue similar. Levaduras,
bacterias 4acido lacticas, actinobacterias y bacterias heterétrofas disminuyeron sus
poblaciones a casi la mitad en ambos bokashis, mientras que los hongos filamentosos
aumentaron al triple su abundancia en BOK A, aunque en BOK B su abundancia casi no varié.
Esto es coincidente con lo reportado por Baltodano (2002) que observd que las poblaciones
de hongos aumentaron a los 60 dias mientras que actinobacterias y bacterias heterétrofas
disminuyeron durante ese almacenamiento. También observod que la mayor abundancia de
bacterias se dio a los 15 dias de iniciada la fabricacion, es decir al momento de estar listo
para su utilizacion, lo cual también coincide con los resultados obtenidos para BOK A y BOK
B. Esta informacion permite a los productores decidir cudnta cantidad producir, incluso
asociarse para producir en conjunto mayores cantidades, y almacenarlo, sabiendo se
conservaran los grupos microbianos de interés al menos hasta los 6 meses de

almacenamiento.

7.1.3. Caracterizacion por cromatogradfia de suelos

Para aportar mas informacidén a la caracterizacion de los bokashis se realizé un analisis por
el método de cromatografia de suelos (Restrepo y Pinheiro, 2011), de BOK A, B y E. Esta
técnica permitido observar de forma cualitativa las cualidades de los tres abonos. Esta
técnica tiene la cualidad de poder ser aplicada por los propios productores en sus campos,
sin necesidad de realizar grandes inversiones. No brinda informacién cuantitativa, pero si
permite comparar distintos suelos o abonos y ver las principales caracteristicas que
normalmente se quiere observar, como es la cantidad de materia organica, de minerales, la
actividad microbioldgica y produccidn de enzimas por parte de los microorganismos, la

estructura y porosidad del suelo, capacidad de retencién de agua, presencia de plaguicidas,
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entre otras cosas. La zona interna se ve color crema en los tres abonos lo cual es algo bueno,
porque indica que el abono tiene buena aireacion y no estd compactado en exceso. La zona
gue sigue hacia afuera representa la regidon mineral, la cual es de mayor tamafio y estd
mejor integrada con la zona que representa la materia organica en BOK A y B en
comparacion con BOK E, esto significa que hay mayor cantidad de nutrientes disponibles
para las plantas por la actividad de microorganismos que metabolizan la materia organica,
lo cual concuerda con las mayores abundancias de bacterias heterétrofas y hongos
filamentosos observadas en los recuentos de BOK A y B. Por otro lado, BOK E presentd
mayor contenido de materia organica que BOK A y B, lo cual es esperable, ya que BOK E
presentd una relacién C/N muy alta, limitando la capacidad de los microorganismos de
degradar la materia orgdnica. De esta forma, con este tipo de andlisis un productor puede
tener una idea de si el abono que produjo es de buena calidad y qué decisiones tomar para

obtener un producto mas cercano a sus intereses.

7.2. Caracterizacion de Microorganismos Eficientes Nativos

7.2.1. Caracterizacion microbiologica

Los tres MEN analizados presentaron valores de recuentos distintos para cada uno de los
grupos de microorganismos estudiados. MEN A y MEN B fueron mas parecidos entre si en
comparacion con MEN E, mientras que en los primeros dos no se encontraron hongos
filamentosos en los recuentos, en MEN E se encontraron en una abundancia del orden de
10* UFC/ml; y mientras que en los recuentos de MEN A y MEN B se registraron
actinobacterias del orden de 10* UFC/ml (datos que luego serian contrastados por los
resultados de secuenciacion masiva), en MEN E estuvieron por debajo del limite de
deteccidn. Esto demuestra una variabilidad entre distintos MEN preparados por distintos

productores, aunque los grupos dominantes que son los bacterias acido lacticas y las
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levaduras se mantuvieron similares. En ninguno de los tres MEN se encontraron bacterias
fototroficas, lo cual no es coincidente con la informacidén que se encuentra en manuales y
articulos cientificos donde se sefiala que los MEN contienen este tipo de bacterias (Ab
Muttilab et al., 2016; Feijoo, 2016). Estas bacterias autdtrofas facultativas sintetizan
sustancias Utiles a partir de secreciones de raices y materia orgdnica, usando la luz solar
como fuente de energia, sirviendo estos metabolitos como fuente de alimento para otros
microorganismos y por eso se las considera clave en el consorcio de microorganismos
eficientes (Martinez et al., 2014; Joshi et al., 2019). Al momento de estar listo para su
utilizacidon, el MEN B al cual se le habia afiadido cenizas con el objetivo de agregar
micronutrientes a la preparacion, tenia abundancias mayores de levaduras, bacterias acido
lacticas y bacterias heterdtrofas que MEN A y MEN E, esto puede deberse a la presencia de
minerales que sirvieron de nutrientes para el desarrollo de las poblaciones durante el

proceso de fermentacién (Ruiz Lopez, 2013).

Se analizé por secuenciacién masiva la comunidad de bacterias de MEN Ay MEN B y la
comunidad de hongos de MEN A y MEN E. No se pudo asociar ninguna de las secuencias
analizadas a ningin género de bacterias fototréficas como por ejemplo
Rhodopseudomonas, por lo que se confirma su ausencia en los MEN analizados, a diferencia
de los resultados obtenidos por Toalombo (2012) que logré identificarlas al microscopio en
un MEN fabricado en Ecuador, y que seglin Xu (2001) se pueden hallar como parte de la

comunidad bacteriana de EM comerciales provenientes de Japdn.

No se encontraron actinobacterias en MEN A ni en MEN B por el método de secuenciacién
masiva, contrastando los resultados obtenidos por recuento en placa, y también con lo
publicado por Gonzdlez et al. (2018) en donde encontraron una abundancia de
actinobacterias de 1,6 x10® UFC/ml en MEN por el método de recuento en placa. Los
resultados de los recuentos de actinobacterias en estas muestras puede explicarse por un
error de identificacion: la técnica para actinobacterias se basa en una caracteristica de este
grupo que es el crecimiento de la colonia hacia el interior del agar de la placa de Petri,

ocurriendo asi un anclaje de la colonia. En ese medio ademas de actinobacterias crecen
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otras bacterias que no tendrian esta caracteristica, por lo que al realizar un barrido con
algodon, lo esperado es que solamente queden las actinobacterias. Ademas estas
presentan una morfologia piramidal y colores blancos y verdes (Camacho, 2013). En el caso
de MEN A y MEN B, lo que ocurrié fue que luego de realizar la técnica de barrido con
algodon, quedaron ancladas colonias transparentes con forma redondeada en lugar de
piramidal, que fueron contadas como actinobacterias. Esto demuestra también los
beneficios de cada método y la importancia, cuando es posible, de realizar los estudios de

ecologia microbiana utilizando técnicas moleculares (Cadena-Zamudio et al., 2016).

La comunidad bacteriana determinada segun la secuenciaciéon masiva se mostré dominada
por las bacterias acido lacticas de los géneros Lactobacillus y Lactococcus, del orden
Lactobacillales, con una abundancia relativa de un 57% en MEN Ay 65% en MEN B del total
de bacterias. Es interesante saber que dentro del orden Lactobacillales se identificaron mas
de 5 géneros, lo que da evidencia de la diversidad en este grupo en comparacién con la
formulacidon comercial EM de la empresa EMRO, la cual sefiala contener Unicamente dos
especies de bacterias acido lacticas, Lactobacillus casseiy Lactobacillus plantarum (EEAITAJ,
2013). El segundo grupo mas abundante son las bacterias del orden Aeromonadales, en
especifico el género Aeromonas, un género que engloba a varias especies, de las cuales
algunas cepas relacionadas al suelo han sido categorizadas como promotoras del
crecimiento vegetal (Vaikuntapu et al., 2014; Tapia-Garcia et al., 2020); asi como también
bacterias del orden Enterobacterales, en especifico del género Enterobacter, las cuales
pueden ser coliformes, aunque también hay cepas categorizadas como promotoras del
crecimiento vegetal y con efecto supresor de patdégenos (Shoebitz et al., 2009; Abraham, &
Silambarasan, 2020). Otros géneros con cepas consideradas promotoras de crecimiento
vegetal fueron encontrados en menores cantidades como Acinetobacter, con cepas que han
sido descritas como degradadoras de plaguicidas como clorpirifos (Zhao et al., 2014),
Pseudomonas conocidas por su potencialidad como solubilizadoras de fésforo (Marulanda
et al., 2015) y como controladores biolédgicos de fitopatdégenos (Rodriguez et al., 2020),
Clostridium sensu stricto 12, referenciada como degradadora de materia organica (Lu et al.,

2020). Muchas cepas pertenecientes a estos géneros tienen representantes que pueden ser
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patégenos o promotores del crecimiento vegetal, por lo que es importante seguir
estudiandolos con otras técnicas para conocer sus funciones y su rol dentro de la
comunidad microbiana. Segun Van Der Heijden et al. (2008), la aplicacidon de insumos que
contengan diversidad de microorganismos compatibles, puede ser eficaz en el control de
variedad de patdgenos transmitidos por el suelo y mejorar la posibilidad de supervivencia

del consorcio en la planta o en el suelo.

En cuanto a la presencia de hongos en MEN A y MEN E, se encontré que mas del 95%
correspondian al orden Saccharomycetales (levaduras), de las cuales la mayor diferencia se
encontrd en la especie dominante, que en MEN A fue Saccharomyces cerevisiae con una
abundancia relativa de 93,6%, mientras que en MEN E fue Candida ethanolica con una
abundancia relativa de 93,7%, ademas se identificaron otras especies de levadura como
Dekkera bruxellensis y Kasachstania exigua. Esto evidencia que distintos MEN fabricados
por distintos productores, utilizando como inéculo distintos mantillos de monte, pueden
estar dominados por distintos géneros de hongos, sin embargo, estas pueden estar
cumpliendo la misma funcién en el consorcio. Otros investigadores han identificado en
preparaciones de MEN Candida utilis y Saccharomyces cerevisiae (Feijoo, 2016), pero no se
habia descrito hasta ahora la presencia de estas otras especies de levaduras. Otras especies
de hongos identificadas con abundancias minoritarias fueron Wickerhamomyces anomalus,
Rhodotorula mucilaginosa, Apiotrichum gracile, Penicilllium bilaiae, Pseudallescheria boydii.
Sin embargo, no se encontraron especies de hongos descritas para los EM comerciales

provenientes de Japdn como Aspergillus oryzae, Mucor hiemalis (Xu, 2001).

Durante su almacenamiento se observé que en MEN A aumenté la abundancia de bacterias
heterdtrofas, que son las que descomponen materia orgdnica, liberando nutrientes que las
plantas pueden asimilar. También se observé un aumento en la abundancia de levaduras,
de interés para el cultivo, ya que sintetizan sustancias antimicrobiales y otras requeridas
por las plantas para su crecimiento y desarrollo radicular, a partir de aminodacidos y azicares
provenientes de la materia orgéanica y raices de plantas (Valdivieso, 2013). Por su parte los

bacterias acido lacticas disminuyeron levemente su poblacidn, por lo que en cuanto a estos
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tres grupos se puede decir que a los 6 meses el producto estd en buen estado para ser
utilizado. Ademas sus propiedades organolépticas se conservaron, y la actividad microbiana
se evidenciaba al salir gas al abrir el envase donde se almacené. Para el caso del MEN B,
que contenia cenizas, al segundo mes de almacenado perdid todas sus levaduras. Ademas
a los 2 meses sus propiedades organolépticas cambiaron, desarrollandose un olor intenso
y adquirié un color marrén oscuro, caracteristicas distintas a las esperadas en este tipo de
biopreparados. Por lo que el agregado de cenizas a los MEN no colaboraria con el
almacenamiento del producto, sino que seria recomendable utilizarlo al momento de estar
listo en donde conserva los mismos grupos que la receta original, e incluso en abundancias

mayores.

7.3. Caracterizacion del Supermagro

7.3.1. Caracterizacion fisicoquimica

El supermagro analizado, producido por los productores de la Red de Agroecologia de
Rincon de Pando, presentd valores de 0,14% de nitrégeno, lo cual entra dentro del rango
reportado por Tarigo (2004), quien analiz6 la composicién quimica de 5 supermagros
producidos por distintos productores, cuyas concentraciones de nitrégeno abarcaron desde
0,07% a 0,17%. En cuanto al contenido de fésforo cuyo porcentaje fue 0,036%, es similar al
de los supermagros fabricados por Ecosativa (A. Ferreira, comunicacion personal, 3 de abril
de 2021), y estd dentro del rango de los estudiados por Tarigo (2004) que presentaron
mucha variabilidad desde 0,001% a 0,18%, lo cual él explica se puede deber a variaciones
en los detalles de la elaboracidn, los ingredientes utilizados, el tiempo de fermentacion, los
procesos y reacciones dentro del biodigestor y factores del ambiente como temperatura,
oxigeno y pH. El otro macronutriente principal es el potasio, que presentd una

concentracion del 0,46%, similar a dos de los supermagros estudiados por Tarigo (2004) y a
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los preparados por Ecosativa (A. Ferreira, comunicacién personal, 3 de abril de 2021). Lo
interesante del supermagro, ademds de su aporte en macronutrientes, es su aporte en
micronutrientes, minerales y sustancias beneficiosas que ayudan a brindar una nutricién
balanceada a las plantas (Restrepo, 2007), mejorando su resistencia al ataque de plagas y

patégenos como expresa la teoria de la trofobiosis (Chaboussou, 1986).

7.3.2. Caracterizacion microbioldgica

Para SM A no se logrd cultivar microorganismos, lo cual concuerda con la explicacion del
proceso de produccion del supermagro que dan de Medeiros y da Silva Lopes (2006), en
donde consideran que el proceso de fermentacién es complejo y los microorganismos
existentes, provenientes principalmente del estiércol y de la leche, pasan por cuatro fases
distintas de crecimiento celular: latencia, crecimiento exponencial, fase estacionaria y
finalmente muerte celular, durante la etapa de crecimiento, distintos microorganismos
degradan alimentos (materia orgdnica y minerales de las sales agregadas), permitiendo a
otros microorganismos utilizar sus desechos, en una relacién de interdependencia mutua,
y asi el proceso de fermentacién continla hasta que se agotan los recursos para el
crecimiento, y es por ello que al estar listo el biopreparado, es posible que no se encuentren
microorganismos vivos. Asimismo, la adicién de sulfato de cobre en la etapa final de Ia
preparacién, puede tener efectos antimicrobianos sobre las poblaciones de
microorganismos presentes en el biopreparado en las ultimas dos semanas previo a estar
listo para utilizar (Esparza-Rivera et al., 2014). Por su parte Ruiz Lopez (2013) sefiala que al
final del proceso de fermentacion, se espera que el producto tenga una combinacién de
microorganismos y minerales disueltos en la parte liquida del producto, asi como acido
lactico como subproducto de la fermentacién, lo que puede tener efectos beneficiosos para
controlar enfermedades en la planta cuando se aplica foliar. Al analizar el SM E, se logré
realizar el recuento en placa de hongos filamentosos y bacterias acido lacticas, lo que
concuerda con lo sefalado por Ruiz Lopez (2013), ademads la presencia de bacterias acido

lacticas puede relacionarse a la produccién de acido lactico y al pH del biopreparado.
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7.4. Ensayos de cultivo de papa a campo y de cultivo de lechuga en

condiciones controladas

7.4.1. Efecto de la aplicacion de biopreparados en el suelo

En Uruguay no hay antecedentes de estudios sobre los efectos que tiene la aplicacién de

biopreparados en la comunidad microbiana de suelos agricolas.

Aunque la actividad microbiana y la sucesidon durante el proceso de fabricacion de
enmiendas organicas se han investigado en varias oportunidades, se sabe poco sobre cémo
las enmiendas orgdnicas actian como indculo microbiano para el suelo y si la comunidad
microbiana incorporada por su aplicacion tiene un efecto directo en las comunidades
microbianas del suelo a corto y largo plazo (Knapp et al., 2010). Seguin Knapp et al. (2010),
la utilizacién de enmiendas organicas puede tener efectos sobre la microbiologia del suelo
en tres niveles: en la biomasa microbiana, actividad microbiana o estructura comunitaria
de los microorganismos, y estos efectos pueden ser a corto plazo o a largo plazo. A su vez,
Noble y Coventry (2005) expresan que es esperable que ocurra un cambio en la comunidad
microbiana del suelo luego de aplicarse algun tipo de enmienda orgdnica ya sea por
microorganismos provenientes de la enmienda como por la influencia de la enmienda en
los microorganismos nativos del suelo. Franco-Otero et al. (2012) mencionan que las
adiciones de diferentes enmiendas organicas afectan significativamente la biomasa
microbiana del suelo a corto plazo pero no encontraron diferencias significativas con el
tratamiento con fertilizantes quimicos, por lo que concluyen que el cambio en la comunidad
microbiana no se debe al ingreso de microorganismos sino a un cambio en la concentraciéon
de nutrientes presentes en el suelo luego de aplicar enmiendas organicas o fertilizantes

guimicos.

En el ensayo de cultivo de papa a campo, se analizé por métodos dependientes de cultivo
las abundancias de levaduras, hongos filamentosos, actinobacterias, bacterias acido lacticas
y bacterias heterétrofas, de un suelo donde no se aplicaron biopreparados, otro donde se

aboné con estiércol de gallina, y otro donde se aplicaron biopreparados (bokashi y MEN).
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Los resultados no mostraron diferencias significativas en las abundancias de los grupos de
interés para cada tratamiento, excepto para bacterias acido lacticas donde se observé una

abundancia mayor en el tratamiento control en comparacion con los otros tratamientos.

El resultado para la mayoria de los grupos microbianos analizados, concuerda con lo
reportado por Loja y Mendez (2015), quienes caracterizaron los cambios iniciales en la
cantidad de bacterias y hongos inducidos por la aplicacidén de estiércol, bokashi y compost
en un suelo cultivado con maiz, para determinar el efecto en el corto plazo de la aplicacion
de estas enmiendas en la biologia del suelo, no encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre los suelos que recibieron enmiendas y el control que no recibio
aplicacion de enmiendas. Sin embargo, para estos grupos que no variaron, el resultado
difiere de lo concluido por Zhen et al. (2014) que observaron que la aplicacién de estiércol
de gallina compostado incrementa la abundancia de microorganismos cultivables y
aumentod la respiracion microbiana y la actividad enzimatica en un suelo agricola, o lo
reportado por Hata et al. (2020), quienes observaron que la aplicacién de abono bokashi es
capaz de producir un aumento en la abundancia de microorganismos en suelos cultivados

con lechuga.

Es posible que los efectos producidos por la aplicacion de enmiendas no fueran
significativos para la mayoria de los grupos estudiados debido a las caracteristicas del
ensayo, siendo éste a campo abierto, y ocurriendo varias lluvias durante el ensayo que
pudieran disminuir los efectos. Ademas, al ser una investigacidén participativa donde los
productores llevaron a cabo las actividades de riego y aplicacion de biopreparados durante
el ensayo, no fue posible realizar un ensayo mas complejo con mas cantidad de
tratamientos donde se pudiera aplicar mayor cantidad de abono bokashi y MEN, siendo tal
vez la dosis de aplicacion inferior a la necesaria para observar un efecto en la comunidad
microbiana del suelo, ya que hay estudios que indican que el cambio en la estructura de la
comunidad microbiana del suelo es dependiente de la cantidad de enmienda aplicada
(Saison et al., 2006). Es por esto, que seria interesante realizar otro ensayo a campo con

mayor numero de réplicas y tratamientos para ver si se obtienen resultados diferentes.
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La ausencia de efecto significativo de la aplicacion de biopreparados en la comunidad
microbiana del suelo del cultivo de papa a campo, excepto para bacterias acido lacticas,
difiere de los resultados obtenidos en el otro ensayo realizado en esta investigacion, donde
se evaluo el efecto de la aplicacién de distintos biopreparados y sus combinaciones en la

comunidad microbiana del suelo en un cultivo de lechuga en condiciones controladas.

En el ensayo de cultivo de lechuga, se observé que la aplicacién de bokashi al suelo provocé
un aumento significativo de la abundancia de hongos filamentosos, bacterias heterétrofas
y actinobacterias, asi como una tendencia al aumento de la abundancia de levaduras y
bacterias acido lacticas en los suelos tratados con este biopreparado. También se midié la
respiracion microbiana, siendo significativamente mayor para el tratamiento BOK, con
bokashi, entre 4 y 5 veces mayor en comparacién con los tratamientos C, AG, CP y MEN.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Hata et al. (2020), en donde comprobd
que la aplicaciéon de bokashi aumenté la abundancia de microorganismos en el suelo
midiendo el carbono de la biomasa microbiana y la respiracién microbiana. Esta medida de
la actividad microbiana, se puede relacionar con el aumento de la abundancia en las
poblaciones de microorganismos, asi como de la materia organica aportada por el bokashi,
gue es consumida por los microorganismos del suelo permitiendo su reproduccién, lo que
tiene un efecto positivo en la fertilidad del suelo ya que muchos nutrientes se incorporaran
como biomasa microbiana en lugar de perderse por lixiviacién, y seran liberados a las
plantas a medida que los microorganismos mueran (Hata et al.,, 2020). Ademas, segln
Saison et al. (2006), el aumento de la materia orgdnica es uno de los principales
responsables del aumento de la abundancia y actividad microbiana en el suelo, incluso mas
gue el aumento relacionado al ingreso de microorganismos provenientes de la enmienda

aplicada.

El aumento de hongos filamentosos, actinobacterias y bacterias heterdtrofas puede
(aunque no necesariamente) significar una mejora en la proteccidon contra enfermedades,
por la produccién de antibidticos por parte de estos microorganismos. Segun Al Jarah et al.

(2016), la aplicacion de bokashi en el suelo puede estimular el crecimiento de
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microorganismos benéficos que supriman otras enfermedades ya sea por competencia por
nutrientes, produccién de sideréforos, antibiosis, o por la secrecién de enzimas liticas, y
ademads producir una resistencia sistémica inducida (ISR) por su alto contenido en
microorganismos y materia organica. Estos investigadores encontraron que la aplicacién de
bokashi en un cultivo de pepino desencadend la resistencia sistémica inducida (lo cual
midieron indirectamente por la presencia de ciertas enzimas caracteristicas de ISR) y

restringio el crecimiento de Pythium y Rhizoctonia.

En el ensayo de cultivo de papa se observé una tendencia de mayor porcentaje de superficie
de hoja afectada por Alternaria alternata en el tratamiento control en comparacién con el
tratamiento con aplicacién de biopreparados, a pesar de que no se observé un aumento de
los grupos de microorganismos de interés. Esto pudo deberse a una resistencia sistémica
inducida, que no necesariamente debe ser causada por un aumento de la abundancia en
las poblaciones de microorganismos del suelo, sino que como indican Al Jarah et al. (2016),
puede deberse a otros factores, como por ejemplo, un incremento en las concentraciones
de nutrientes o materia orgdnica producido por el bokashi o el efecto del acido lactico
presente en los MEN y su bajo pH. Esto puede explicar que se haya observado una tendencia
a una mejora en la sanidad del cultivo de papa a pesar de no observar cambios en las

poblaciones de microorganismos estudiadas.

Es muy dificil atribuir los efectos benéficos de control bioldgico o promocidn del crecimiento
vegetal a individuos particulares de la comunidad, o a otros marcadores biéticos como la
respiracion microbiana o marcadores abidticos como cantidad de materia orgdnica. Ese tipo
de enfoques no ha tenido éxito hasta ahora (Hadar y Papadopoulou, 2012). Los agricultores
a menudo informan un incremento de los efectos supresores de enfermedades de los
abonos en comparacién con la aplicacidn de cepas individuales, es por esta misma razon,
gue el éxito de un biopreparado para controlar una enfermedad patogénica especifica
depende de muchos factores y su predictibilidad puede tornarse limitada y sus efectos no
necesariamente deberian ser adjudicados a un componente en especifico sino al

biopreparado en su conjunto (Lutz et al., 2020).
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Las cromatografias de suelo realizadas de los distintos tratamientos, mostraron una
estructura pobre (compactaciéon) y poca integracion entre las distintas zonas del
cromatograma, lo que evidencia un suelo degradado. La baja integracion de la zona media
correspondiente a la region mineral, con la zona correspondiente a la materia orgdnica,
indica que no hay muchos microorganismos metabolizando minerales y transformando la
materia organica, que va de la mano con una zona externa tenue, correspondiente a una
baja actividad enzimatica que da una idea de la actividad microbiana en la muestra. CP, AG,
BOK, SM, MEN y BSM fueron los tratamientos que presentaron mas actividad microbiana,
lo cual tiene sentido por ser los que recibieron mayor cantidad de biofertilizacion y
nutrientes disponibles para que los microorganismos estén activos. De todas maneras, no
se evidencian grandes cambios entre los distintos tratamientos, esto puede deberse al poco
tiempo del ensayo, que no permite que la aplicaciéon de biopreparados genere cambios
visibles por esta técnica en el suelo. Seria interesante realizar este tipo de andlisis en suelos
que han experimentado cambios en su manejo sostenidos en el tiempo para poder
comparar las caracteristicas antes mencionadas que la cromatografia de suelos permite

observar.

7.4.2. Efecto de la aplicacion de biopreparados en el rendimiento de los cultivos

En el ensayo de cultivo de papa a campo, se observé una tendencia (estadisticamente no
significativa) de mayor rendimiento por parcela y por planta en el tratamiento BM (con
bokashi y MEN) frente al control. La observacién de una tendencia y no una diferencia
significativa, se puede deber a lo también mencionado anteriormente, acerca de que el
ensayo fue en campo, en un predio de produccidon y en un esquema de investigacion
participativa, en donde influyeron muchas variables como la lluvia y la acumulacién de agua
diferencial en el predio, la imposibilidad, por ser una produccion real, de realizar mayor
cantidad de tratamientos variando las dosis de aplicaciéon por unas mayores, y otras

cuestiones que hacen a los desafios que enfrentan los productores durante el cultivo.

En lo referente a la dosis, Bautista (2015) aplicd una dosis de 20 toneladas de bokashi por

hectarea de papa, obteniendo con esta dosis el mayor porcentaje de emergencia, de altura
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de la planta en floracién, de promedio de tubérculos por planta, y el segundo mayor
rendimiento total, apenas por debajo del tratamiento con compost y 25% mas alto que el
tratamiento control. Ademds mostré tener un beneficio econdmico mayor que el
tratamiento testigo, lo que demuestra que la utilizacion de bokashi puede ser rentable para
los productores. Pimentel (2015) realizé un ensayo donde comparé el rendimiento de la
papa en tratamientos con distintas dosis de bokashiy de MEN, y encontré que la interaccién
entre MEN y bokashi produjo efectos positivos significativos en el peso de los tubérculos, la
altura promedio de las plantas, y el rendimiento neto. Leandro y Cristobal (2016) estudiaron
los efectos de la aplicacidn de diferentes dosis de bokashi junto a la fertilizacion quimica en
papa, encontrando el mejor rendimiento en la aplicacion por hectidrea de 160kg de
nitrogeno, 160kg de fésforo y 140kg de potasio (en forma de fertilizante sintético altamente
soluble) sumado a 4 toneladas de abono bokashi, y concluyeron que utilizar el abono
orgdanico fermentado tipo bokashi en interaccidn con abonos quimicos por la compatibilidad
entre ellos, supera los rendimientos en el cultivo de la papa bajo un manejo Unicamente
con agroquimicos. Estas investigaciones, que encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos con biopreparados frente al control, permiten considerar la posibilidad de
realizar mas ensayos a campo con dosis mas altas, bajo la hipétesis de que esto evidenciara

diferencias significativas en el rendimiento del cultivo de papa.

En el ensayo de cultivo de lechuga en condiciones controladas, se observé que el
tratamiento que recibié cama de pollo (CP) y el tratamiento que recibié aplicaciones de
fertilizante sintético (AG), tuvieron mayores pesos frescos de la parte aérea, seguidos por
BOK, sin embargo, BOK fue el Unico que se diferencid significativamente del control en la
variable peso seco de parte aérea, y fue el que tuvo menor relacién entre peso fresco y seco
de parte aérea, evidenciando menor acumulacién de agua en los tejidos. En cuanto al peso
fresco y seco de raiz, BOK nuevamente presentd los valores mds altos, diferenciandose
significativamente del control, y B+SM, MEN, BOK y BSM fueron los tratamientos que

presentaron menor acumulacién de agua en la raiz.
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Son varias las investigaciones agronémicas que han demostrado el potencial del bokashi y
de los MEN para abonar cultivos de lechuga (Girén et al., 2012; Agredo, 2014; Huayanca,
2016; Guaman, 2017; Goulart et al., 2018; Hata et al., 2020).

La dosis de bokashi de 280g por planta resultd en un peso fresco de la parte aérea mayor
que la dosis de 400g, siendo este resultado concordante con lo reportado por Diaz y Suarez
(2001) quienes evaluaron tres dosis de bokashi (454, 227 y 113 g/planta) en el cultivo de
lechuga, y encontraron que la dosis de 227g fue la que resulté en un mayor peso fresco de

la parte aérea, un valor similar a la dosis aplcada en el tratamiento BOK.

El tratamiento con cama de pollo y el de agroquimicos presentaron los valores mas altos de
peso fresco foliar, seguramente debido a su aporte de nutrientes facilmente disponibles
para la planta, sin embargo el tratamiento con bokashi fue el que tuvo mayor peso seco
foliar y menor relacidn peso fresco foliar/peso seco foliar, lo que indirectamente puede dar
una idea de mayor concentracion de fibra y nutrientes alimenticios en la planta. A la hora
de comparar el rendimiento de la cosecha, es interesante tener presente la variable peso
fresco/peso seco, puesto que la fertilizacién con estiércoles o con sales solubles tiende a
incrementar el peso fresco y tamano de la cosecha, pero también la acumulacién de agua
en los tejidos de la planta, en algunos casos teniendo los cultivos organicos una mayor
concentracion de nutrientes y fibra que los cultivados con agroquimicos (Rembialkowska et
al., 2012). Ademas, la utilizaciéon de agroquimicos o cama de pollo, tiene consecuencias
negativas para el ambiente, por el exceso de nutrientes que se pierden por evaporacion,

lixiviacién y erosion.

El tratamiento BOK presenté el mayor peso fresco y seco de raiz siendo el Unico que se
diferencié significativamente del control. Esto se podria atribuir, a la mejora en la estructura
fisica del sustrato, ya que el bokashi aumenta la porosidad del suelo, no solo por su textura
propia sino también por su aporte de hongos benéficos que con sus secreciones y
estructuras celulares ayudan a la formacion de agregados de suelo; asi como también a la
estimulacion de crecimiento de la raiz por parte de los microorganismos que contiene el

bokashi.
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Neri et al. (2017) realizaron un ensayo de cultivo de lechuga a campo utilizando distintas
combinaciones de abono bokashi, gallinaza y humus liquido. Encontraron que la
combinaciéon de abono bokashi con gallinaza y humus liquido fue la que tuvo mayor
rendimiento por hectdrea, mientras que el tratamiento con bokashi y humus liquido fue el
gue arrojo valores mas altos de altura promedio de las plantas, peso promedio por plantay

diametro foliar promedio, seguido por el de bokashi y gallinaza.

Milagrosa & Balaki (1996) comprobaron que la adicién de bokashi y microorganismos
eficientes comerciales (EM) al manejo convencional fertilizado con agroquimicos, mejoré la
variable peso fresco de las plantas de un cultivo de lechuga en comparacién con la
aplicacion de agroquimicos sin biopreparados. Este resultado permite favorecer el proceso
de transicién hacia la agroecologia por parte de productores convencionales que quieran
virar hacia una metodologia mdas amigable con el ambiente y con la salud de las personas,

sin necesariamente realizar un cambio radical sino un proceso de cambio gradual.

Es llamativo que los tratamientos con supermagro no hayan presentado valores altos de
peso fresco foliar, puesto que la recomendacién de su uso esta dada para aportar nutrientes
facilmente asimilables por las plantas (Restrepo, 2007). Varios investigadores han
reportado efectos negativos del supermagro en este cultivo, encontrando que su aporte
como biofertilizante nitrogenado es insuficiente y recomendando adicionar estiércol o
compost para cumplir con los requerimientos (Tarigo et al., 2004; Roel et al., 2007; Dias et
al., 2009; Bonillo et al., 2015). Tarigo et al. (2004) recomiendan el supermagro para realizar
aportes de micronutrientes de manera puntual, como corrector de deficiencias que el
cultivo pueda tener, y advierten que su utilizacion periddica en exceso (como biofertilizante
nitrogenado) puede tener un efecto negativo y crear un desequilibrio y bloqueo nutricional
de los micronutrientes. A su vez, Hata et al. (2020) evidenciaron que el exceso de un
biofertilizante rico en micronutrientes (similar al supermagro) tuvo consecuencias negativas
en el tamafio de la lechuga cuando fue aplicado regularmente pero tuvo consecuencias
positivas cuando se redujo su frecuencia de aplicacién. Seria interesante realizar ensayos

con diferentes dosis de supermagro para evaluar si las dosis establecidas para este ensayo
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eran las adecuadas para promover el crecimiento de la lechuga. Asi como también
comparar el contenido de cada micronutriente del supermagro con los requeridos por la
lechuga durante su crecimiento para ver si estdn en las cantidades adecuadas, y en el caso
de que fuera necesario, fabricar un supermagro adaptando las cantidades de sales

afadidas, a los requerimientos de la lechuga.

Guaman (2017) compard el rendimiento de lechuga utilizando distintos biopreparados:
MEN, bacterias acidolacticas y Trichoderma spp., obteniendo el mayor rendimiento con la
aplicacion de MEN, y concluyd que los MEN ayudaron a la absorcién de nutrientes del suelo
por parte de la planta, y aceleraron la descomposicién de macromoléculas de la materia
orgdnica presente en el suelo. Por esta razon es que se considera que la aplicacién de MEN
debe estar acompanada por la aplicacion de abono bokashi, para que los microorganismos
puedan ejercer la funcién de descomposiciéon de la materia organica y asi promover el
crecimiento de la planta. En el experimento realizado para esta investigacion, hubiera sido
interesante un tratamiento donde se aplicaran bokashi y MEN pero sin supermagro, para

poder comparar con el tratamiento BOK (solo bokashi) y MEN (solo MEN).

El incremento en el rendimiento de la papa y la lechuga, se puede deber a los beneficios
mencionados anteriormente acerca de la incorporacién de Bokashi y de MEN en el suelo y
en la planta. Por una parte los microorganismos que estos biopreparados aportan, aceleran
la descomposicidn de la materia organica y permiten que los nutrientes queden disponibles
para las plantas, secretan sustancias promotoras del crecimiento vegetal, e inhiben el
desarrollo de enfermedades causadas por bacterias y hongos patégenos. A su vez, el
bokashi aporta materia organica y nutrientes al suelo lo que repercute directamente en
satisfacer los requerimientos nutricionales de la planta a medida que se desarrolla el cultivo.
Otra caracteristica que aporta el bokashi, es una mejora en la textura del suelo, permitiendo
a las raices de las plantas desarrollarse mejor y a su vez a la comunidad microbiana del suelo

a encontrar mayor cantidad de nichos para desarrollarse.
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8. Conclusiones y consideraciones finales

Se describid por primera vez para Uruguay la composicién microbiana de 3 biopreparados
muy utilizados en agroecologia: bokashi, MEN y supermagro, los cuales presentaron
diferencias en las comunidades que los componen, relacionadas a sus ingredientes y
proceso de elaboracion. La mayor diversidad se encontré en el bokashi, tanto en hongos
como en bacterias. Los ingredientes con que se fabrican pueden ser sustituidos por otros
de mejor acceso por parte del productor siempre que cumplan con las funciones y
caracteristicas especificas del ingrediente a sustituir, por ejemplo su contenido de carbono
y nitrégeno en el caso de la cascara de arroz y el aserrin en bokashi. De esta manera, los
productores pueden utilizar materias primas de su predio o localidad, abaratando los costos

de produccién y ddndoles mayor independencia para producir biopreparados.

La estabilidad de las poblaciones de los principales grupos de interés permiten el
almacenamiento de los biopreparados por parte del productor por al menos 4 meses, en
bolsas de plastillera cerradas para el bokashi y en bidones de plastico cerrado para los
biopreparados liquidos, procurando mantenerlos sin contacto directo con la luz y a
temperatura ambiente. Esto permite la produccién de tandas de mayor volumen de forma
anticipada al momento de uso del biopreparados (esto aplica para todos los biopreparados
estudiados con excepciéon del MEN con ceniza). Esto es muy importante puesto que un
impedimento para la utilizacion de biopreparados por parte de los productores es el
esfuerzo que lleva producirlos, por lo que de esta forma pueden realizarlo en épocas que
les sea mas conveniente asi como también agruparse entre vecinos o asociaciones para
producirlos de forma comunitaria facilitando la logistica, permitiendo la utilizacién de

maquinaria sencilla y accesible, y fomentando la unién entre productores.

Los resultados de la secuenciacion masiva de la comunidad microbiana de los MEN no
mostraron presencia de actinobacterias y bacterias fototréficas, al contrario de lo

propuesto por el conocimiento popular. Esto no quita los beneficios que la comunidad de
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microorganismos de este biopreparados pueda brindar al desarrollo de los cultivos, ya que
contiene en su mayoria bacterias acido lacticas que promueven la fermentacién y
descomposicion de la materia organica y producen acido lactico que disminuye la presencia
de patdgenos; asi como levaduras que pueden ser antagonistas de patdgenos, y una
diversidad muy amplia con muchos microorganismos pertenecientes a grupos de conocido
potencial de promocién de crecimiento vegetal, antibiosis, inhibicion de patdgenos,

degradacion de la materia orgdnica, entre otras funciones benéficas.

La caracterizacidon de biopreparados aporta informacion cientifica para el desarrollo de
regulaciones legales de los mismos, las cuales estan disefiadas para productos que
contengan una o unas pocas cepas microbianas, respondiendo a una visiéon conservadora
de la agricultura y no a una visién agroecoldgica. La enorme diversidad de microorganismos
en los biopreparados plantea grandes desafios para la identificaciéon de posibles cepas
benéficas e interacciones entre microorganismos que contribuyen conjuntamente a la
supresiéon de enfermedades (Chen et al., 2012). Es posible que una gran proporcién de los
microorganismos no estén involucrados en interacciones directas, por ejemplo patégeno-
antagonista, sino que influyan en las interacciones entre otros organismos (Lutz et al.,
2020). Es por esto que debe valorarse el biopreparado en todo su conjunto y no buscar
aislar cepas individuales cuya funcionalidad no sera la misma que la de la comunidad en su
conjunto. Los procesos para registrar biopreparados en Uruguay son lentos y costosos, lo
gue impide que las empresas realicen los registros y da como resultado un nimero muy
bajo de biopreparados registrados, en una realidad en la cual su utilizacion esta difundida
en el campo. Tener informacidén de sus caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas,
servird como insumo para discutir si es necesario desarrollar reglamentaciones que se
adecuen a las caracteristicas de estos productos, como la diversidad microbiana que los

compone.

Los ensayos agronémicos permitieron observar que la aplicacion de biopreparados

(particularmente bokashi) incrementd la abundancia de los grupos de microorganismos de
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interés, incrementando la salud del suelo. Ademds los biopreparados demostraron una

tendencia a incrementar el rendimiento de los cultivos de lechuga y papa.

La aplicacién de biopreparados a los cultivos es importante, ya que éstos aportan
nutrientes, materia organica y microorganismos que aceleran la degradacion de la materia
organica, compiten contra organismos patégenos y producen sustancias como
fitohormonas y antibidticos. Ademas son una forma de revalorizar recursos que de otra
manera serian considerados deshechos, permitiendo reciclar materia organica proveniente

de la industria y asi evitar que contamine el ambiente.

Los biopreparados son herramientas Utiles para la agroecologia, es importante
caracterizarlos fisicoquimica y microbiolégicamente y realizar ensayos agrondémicos, con el
fin de perfeccionar sus formulaciones y dosis de aplicacidén, y maximizar sus aportes tanto
al rendimiento de los cultivos como a la salud del suelo y la sustentabilidad del

agroecosistema.
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9. Anexos

9.1. Ingredientes de los biopreparados

(Restrepo, 2007)

Bokashi
Estiércol vacuno 200 Kg
Cascarilla de arroz 200 Kg
Tierra 200 Kg
Carbdén molido 40 Kg
Salvado de arroz 10 Kg
Cal agricola 10 Kg
Melaza de cafia 1L
Levadura para pan 100 g

agua de acuerdo con la prueba del pufio

Microorganismos Eficientes Nativos Sdlidos

Mantillo bosque 50 Kg
salvado 50 Kg
Melaza 4L

Leche o suero de leche 4L

agua de acuerdo con la prueba del puio

Microorganismos Eficientes Nativos Liquidos

MEN Sélidos 10 Kg
Melaza de cafia 7,5L
Leche o suero de leche 75L
MEN Liquido (opcional) 3L
Ceniza (opcional) 1Kg
Agua sin cloro 150L
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Supermagro
Estiércol vacuno 50 Kg
Melaza (o jugo de caiia) 14 (28) L *
Leche (o suero) 28 (56) L **
Roca fosfatada 2.6 Kg
Ceniza 1.3 Kg
Sulfato de zinc 2 Kg
Cloruro de calcio 2 Kg
Sulfato de magnesio 2 Kg
Sulfato de manganeso 300¢g
Cloruro de cobalto 50¢g
Molibdato de sodio 100 g
Borax 1.5 Kg
Sulfato ferroso 300g
Sulfato de cobre 300¢g
Agua sin cloro 70 L**x

* Inicialmente se coloca 14 Ly luego se agrega 1L junto con cada aplicacién de sales
** |nicialmente se coloca 28 Ly luego se agregan 2L junto con cada aplicacion de sales
*** Inicialmente se coloca 70 L y el ultimo dia se completa hasta llenar 170L totales

9.2. Soluciones y medios de cultivo

Pirofosfato de Sodio
Pirofosfato de Sodio decahidratado | 1,68 g

Agua desionizada 1000 ml
ajustar pH a 7 con HCI

Buffer TAE 50X

Tris-Base 60,5¢g
Acido acético glacial 14.3 ml
Sol. EDTA 0.5M pH8.0 25 ml
Agua ultra pura 250 ml

Agar Tripticasa Soja
(Smit et al., 2001)
TSB 3g
Agar 15¢g
Agua desionizada 11




Lactobacilli MRS Agar

(de Man et al., 1960)

Agar MRS 62g
Agua desionizada 11
ajustar pH a 5,4 con acido acético
Almiddn Caseina Agar

(Leoni y Ghini, 2003)

Almiddn 10g
Caseina 03g
KNO3 2g
NaCl 2g
K2HPO4 2g
MgS04.7H20 0,05g
FeS04.7H20 001g
Agar 16 g
Agua desionizada 11
Van Niel

(Van Niel, 1971)

Extracto de levadura 10g
Fosfato Hidrogeno di potasico 1lg
Sulfato de magnesio 05¢g
Cisteina 16 ml
Etanol 60 ml
Agar 15¢g
Agua desionizada 11
ajustar pH a 7 con acido lactico

Agar Extracto Malta

Extracto de malta 30g
Peptona de Soja 3g
Agar 15¢g
Agua desionizada 11

ajustar pH a 4,5 con acido lactico
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9.3. Abundancias relativas de bacterias y hongos dentro de

biopreparados

Abundancia relativa de bacterias a nivel de filo en BOK Ay BOK B

Filo BOK A BOK B
Proteobacteria 42,2% 50,8%
Chloroflexi 28,4% 18,2%
Planctomycetes 6,4% 4,3%
Acidobacteria 5,5% 6,9%
Verrucomicrobia 3,8% 4,0%
Gemmatimonadetes 3,5% 3,7%
Actinobacteria 2,6% 2,9%
Deinococcus-Thermus 1,9% 2,9%
Bacteroidetes 1,8% 0,5%
BRC1 1,5% 1,4%
Indefinido 0,9% 1,8%
Firmicutes 0,6% 1,2%
Patescibacteria 0,3% 0,2%
Hydrogenedentes 0,3% 0,4%
Synergistetes 0,1% 0,1%
Fibrobacteres 0,1% 0,1%
Chlamydiae 0,1% 0,1%
Thermotogae 0,1%

Spirochaetes 0,2%
Rokubacteria 0,1%

Abundancia relativa de bacterias a nivel de género en BOK Ay BOK B

Genero BOK A BOK B

Indefinido 46,96% 45,25%
Herpetosiphon 7,85% 1,41%
Pseudomonas 4,05% 7,47%
Litorilinea 2,03% 2,29%
Luteimonas 1,99% 3,21%
FFCH7168 1,95% 0,39%
Truepera 1,86% 2,87%
Altererythrobacter 1,38% 0,90%
Acinetobacter 1,29% 1,97%
CL500-3 1,24% 0,20%
Candidatus Chloroploca 1,19% 0,62%

los
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Cellvibrio 0,88% 2,07%
Hyphomicrobium 0,75% 0,53%
SM1A02 0,72% 0,27%
UBA6140 0,64% 0,19%
Arenimonas 0,62% 0,91%
Devosia 0,59% 0,75%
Pseudoxanthomonas 0,53% 0,75%
IS-44 0,50% 0,21%
Chryseolinea 0,48%

Rhodopirellula 0,48% 0,34%
Blyil0 0,46% 0,31%
Chthoniobacter 0,45% 0,38%
Azoarcus 0,41% 0,96%
Bryobacter 0,39% 0,52%
Nannocystis 0,39% 0,58%
Pird lineage 0,39% 0,30%
Steroidobacter 0,36% 0,45%
Pedomicrobium 0,34% 0,44%
Pirellula 0,33%

Candidatus Xiphinematobacter 0,33% 0,24%
Thermomonas 0,31% 0,37%
Anaerolinea 0,29% 0,14%
JTB255 0,29%

Sphingomonas 0,29% 0,18%
Haliangium 0,27% 0,11%
Pseudofulvimonas 0,25% 0,87%
Hyphomonas 0,25% 0,40%
SWB02 0,24% 0,18%
Mycobacterium 0,24% 0,29%
Ellin6067 0,24% 0,16%
Limnobacter 0,23% 0,17%
Acidibacter 0,23% 0,45%
Pelagibius 0,23% 0,12%
Mesorhizobium 0,23% 0,25%
Rhodobacter 0,22% 0,35%
Dokdonella 0,19% 0,32%
Verrucomicrobium 0,19% 0,47%
Hirschia 0,19% 0,22%
Alcanivorax 0,18%

Roseomonas 0,18% 0,26%
Nonomuraea 0,17%
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AKYG587 0,16%

Nocardioides 0,16% 0,27%
Bacillus 0,15% 0,23%
RB41 0,15% 0,13%
Sphingopyxis 0,14% 0,16%
Prosthecobacter 0,14% 0,36%
Gemmatimonas 0,14% 0,20%
Photobacterium 0,13% 0,31%
Sphaerisporangium 0,13%

Lautropia 0,13% 0,13%
Ferrovibrio 0,13% 0,10%
Niastella 0,13%

Cephaloticoccus 0,12%

Tagaea 0,12%

Aguamicrobium 0,11% 0,15%
Luteitalea 0,11% 0,26%
Dongia 0,11% 0,28%
C1-B045 0,11% 0,33%
Rheinheimera 0,11% 0,17%
Actinomadura 0,11%

Lysobacter 0,10% 0,13%
SH-PL14 0,10%

Aminobacter 0,10%
Azotobacter 0,13%
Bauldia 0,13%
Brevundimonas 0,16%
Candidatus Udaeobacter 0,21%
Clostridium sensu stricto 1 0,17%
Hydrogenispora 0,14%
lumatobacter 0,11%
Luteolibacter 0,16%
Microbulbifer 0,15%
Microvirga 0,10%
Streptomyces 0,15%
Parvibaculum 0,12%
Phenylobacterium 0,10%
Polyangium 0,17%
Romboutsia 0,23%
Sneathiella 0,14%
Sorangium 0,20%
Terrimicrobium 0,14%

100



Abundancia relativa de bacterias a nivel de filo en MEN A y MEN B

Filo MEN A MEN B

Firmicutes 64,15% 83,87%
Proteobacteria 35,75% 15,92%
Verrucomicrobia 0,03% 0,02%
Synergistetes 0,02% 0,01%
Chloroflexi 0,02% 0,07%
Acidobacteria 0,01% 0,02%
Planctomycetes 0,01% 0,01%
Thermotogae 0,01% 0,01%
Actinobacteria 0,00% 0,02%
Bacteroidetes 0,00% 0,02%
Deinococcus-Thermus 0,00% 0,01%

Abundancia relativa de bacterias a nivel de género en MEN A y MEN B

Género MEN A MEN B
Lactobacillus 41,9% 65,6%
Aeromonas 23,3% 0,4%
Lactococcus 14,4% 2,7%
Enterobacter 7,5% 11,5%
Pediococcus 6,4% 9,6%
Acinetobacter 1,8% 0,8%
Pseudomonas 1,4% 0,1%
Leuconostoc 1,2% 1,6%
Shewanella 0,7% 0,3%
Comamonas 0,4% 0,4%
Tolumonas 0,1%

Serratia 0,1% 1,1%
Clostridium sensu stricto 1 0,1%
Hafnia-Obesumbacterium 0,1% 0,2%
Kluyvera 0,1% 0,4%
Romboutsia 0,1%

Enterococcus 0,1%

Clostridium sensu stricto 12 4,2%
Weissella 0,1%
Limnohabitans 0,1%
Stenotrophomonas 0,1%
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Rickettsiella

0,1%

Abundancia relativa de hongos a nivel de filo en BOK Ay BOK Gy BOK E

Filo BOK A BOK G BOK E
Ascomycota 74,1 81,8 79,6
Indefinido 17,0 0,2 4,5
Mortierellomycota 7,0 4,0 2,3
Basidiomycota 1,7 14,0 4,0
Rozellomycota 0,1 0,0 8,7
Zoopagomycota 0,0 0,0 0,0
Neocallimastigomycota 0,0 0,0 0,0
Chytridiomycota 0,0 0,0 0,8
Olpidiomycota 0,0 0,0 0,1
Basidiobolomycota 0,0 0,0 0,0
Entorrhizomycota 0,0 0,0 0,0
Mucoromycota 0,0 0,0 0,0

Abundancia relativa de hongos a nivel de género en BOK Ay BOK Gy BOK E

Género BOK A BOK G BOKE
Indefinido 58,9 10,8 51,0
Zopfiella 11,3 0,6 2,0
Mortierella 6,1 3,6 0,2
Mycothermus 5,8 8,7 1,7
Thermomyces 4,1 6,7

Chrysosporium 2,6 0,9 0,4
Disculoides 1,4 1,3
Coprinopsis 1,3 1,4
Fusarium 1,3 1,4 0,4
Gibberella 1,1 0,1 1,3
Aspergillus 0,7 6,0 1,3
Scedosporium 0,7 0,9

Podospora 0,3 0,7
Myceliophthora 0,3

Penicillium 0,3 0,5 1,2
Ruhlandiella 0,3

Remersonia 0,3 0,7
Phaeoacremonium 0,2

Neurospora 0,2 0,3 1,0
Ramophialophora 0,2 0,6

102



Rhodotorula 0,2

Cephaliophora 0,2 4,1 0,7
Cercophora 0,1 1,0
Chaetomium 0,1 35,4 7,8
Cladosporium 0,1 0,9 0,3
Acremonium 0,1 3,3
Verticillium 0,1 1,4
Arthrographis 0,1 0,2
Microascus 0,1 0,1
Talaromyces 0,1 1,4
Trichoderma 0,1

Humicola 0,1

Paraphaeosphaeria 0,1

Exophiala 0,1

Zygopleurage 0,1 0,5
Solicoccozyma 0,1

Cladorrhinum 0,1 0,2 4,3
Curvularia 0,1

Trichosporon 12,2 0,8
Debaryomyces 1,3

Lecanicillium 0,6

Wallemia 0,6

Sagenomella 0,6

Candida 0,4 0,1
Apiotrichum 0,4

Cephalotrichum 0,3
Cutaneotrichosporon 0,3

Simplicillium 0,2

Exobasidium 0,2

Arthroderma 0,2

Diutina 0,2

Trichomonascus 0,2

Arcuadendron 0,1

Arthrobotrys 01

Scutellinia 2,4
Barnettozyma 1,4
Pseudaleuria 0,8
Ilyonectria 0,5
Preussia 0,4
Coprinellus 0,3
Lophiostoma 0,3
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Sympoventuria 0,2
Paracremonium 0,2
Papiliotrema 0,2
Pseudorobillarda 0,2
Mrakia 0,2
Tzeanania 0,2
Lasiobolidium 0,1
Operculomyces 0,1
Neoascochyta 0,1
Alternaria 0,1
Geotrichum 0,1

Abundancia relativa de hongos a nivel de filo en MEN A y MEN E

Filo MEN A MEN E
Ascomycota 100,00 99,62
Basidiomycota 0,00 0,38

Abundancia relativa de hongos a nivel de género en MEN A y MEN E

Género MEN A MEN E
Candida 93,75
Dekkera 3,45
Pseudallescheria 1,38
Indefinido 2,81 0,41
Kazachstania 0,24
Rhodotorula 0,17
Hanseniaspora 0,14
Apiotrichum 0,10
Saccharomyces 93,57
Wickerhamomyces 3,61

Trichosporon

Papiliotrema
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