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Se evalu6 la compatibilidad y sobrevivencia de microorganismos benéficos presentes en bioles de uso agricola con el
propdsito de generar nuevas tecnologias de produccién sustentables. El estudio fue realizado en una granja agroecol 6gi-
ca del Gobierno Provincial de Tungurahua Se evalud la sobrevivencia y compatibilidad de Trichoderma harzianum,
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces lilacinus en un biol de elaboracion artesanal. Los trata-
mientos consistieron en gplicar 0 mL (TO), 50 mL (T1), 100 mL (T2) y 150 mL (T3) de la combinacion de los micror-
ganismos en 20 L de biol. A los 30 dias, la mayor poblacién de Metarrhizium, Trichoderma y Beauveria fue observado
en @ T3 (9.1x10° UPC/mL de biol) con pH 3.80. A los 60 dias, se verifico que la mayor poblacion fue observada en €
T2 (2,1x10° UPC/mL) a pH 4.95. Se observd que los géneros Paecilomyces y Beauveria no crecieron juntos, lo que
permite sugerir una posible incompatibilidad.
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Compatibility and survival of a mixture of beneficial microorganisms in a biol used in agriculture were evaluated in
order to generate new sustainable production technologies. The study was carried out in an agro ecologica farm of the
Provincial Government of Tungurahua. Survival and compatibility of Trichoderma harzianum, Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana and Paecilomyces lilacinus in a homemade boil were evaluated. Treatments consisted in adding O
mL (T0), 50 mL (T1), 200 mL (T2) or 150 mL (T3) of a microorganism combination in 20 L biol. At day 30, higher
population of Metarrhizium, Trichoderma and Beauveria was observed in T3 (9.1x10° UPC/mL biol) at pH 3.80. At day
60, higher population was verified in T2 (2,1x10° UPC/mL) at pH 4.95. Genera Paecilomyces and Beauveria were not
observed growing together, suggesting a possible incompatibility between them.

© 2016. Journal of the Selva Andina Biosphere. Bolivian. All rights reserved.

39

k



https://core.ac.uk/display/268403187?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Vol 4 No 12016

Sobrevivencia de cuatr o micr oor ganismos benéficos de uso agricola en biol

Introduccion

L a continua demanda de aumento en la produccion y
rendimiento de cultivos ha provocado el incremento
en el uso de fertilizantes quimicos en la agricultura
(Pino 2009). Adicionalmente, la creciente suscepti-
bilidad de algunos cultivos a atague de plagas tam-
bién ha favorecido €l uso de plaguicidas en detri-
mento de las poblaciones de microorganismos bené-
ficos del suelo (Sanchez 2009). Este hecho ha oca-
sionado problemas de contaminacion ambiental por
la acumulacion de toxicos, entre los cuales se inclu-
yen los metales pesados cuya incorporacion a las
cadenas alimentarias ha acarreado problemas de
salud humana (Semu & Singh 1996). Por otra parte,
la microflora y fauna del suelo son de ponderable
importancia ecoldgica, sin embargo, actualmente el
equilibrio ecoldgico de estos organismos ha sido
alterado por e uso excesivo de agroguimicos (Cam-
po-Martinez et al. 2014).

La contaminacién de los alimentos debido a uso
excesivo de fungicidas sintéticos constituye un pro-
blema concomitante, por lo que la utilizacion de
microorganismos benéficos para sustituir € uso de
agroquimicos representa una aternativa a escala
mundia (Ferrera-Cerrato & Alarcon 2001, Navia et
al. 2013). La combinacion de varios microorganis-
mos benéficos (EMs) fue desarrollada en la Univer-
sidad de Ryukyus en Okinawa, Japén en 1980, quie-
nes comenzaron la busqueda de una aternativa para
la produccion de alimentos en el mundo entero. Ini-
ciadmente los EMs se utilizaron como acondiciona-
dor del suelo y actualmente son también usados para
producir aimentos de atisima calidad, libres de
agroquimicos, asi como para € manejo de desechos
sdlidos y liquidos generados por la produccion
agropecuaria, laindustria de procesamiento de ali

mentos, fébricas de papel, mataderos y municipali-
dades, entre otros (Zapata 2015).

La presente investigacion fue realizada con € fin de
evaluar la compatibilidad y el tiempo de sobrevi-
vencia de cuatro microorganismos benéficos (Tri-
choderma harzianum, Metarhizum anisopliae,
Beauveria bassiana y Paecilomyces lilacinus) de
uso agricola en los bioles, con €l propdsito de obte-
ner cultivos limpios y garantizando técnicas amiga-
bles con e medio ambiente.

Materialesy métodos

El estudio se desarroll6 en la Granja Agroecol égica
Pillaro perteneciente al Consgjo Provincial de Tun-
gurahua, Ecuador (01°10°S; 78°32’W), ubicada a
2.825 msnm, con temperatura promedio de 13.5 °C
(Datos obtenidos con GPS Garmin).

Tabla 1 Insumos usados para preparar 200 L de biol

Insumos Cantidad  Unidad Presentacion
Estiércol fresco de bovino 60 Ib Semi-solido
Hierbas frescas arométicas 5 Ib Sdlido
Hierbas frescas leguminosas 10 b Solido
Sulfato de cobre 2 Ib Sdlido
Carbonato de calcio 2 Ib Sdlido
Levadura de cerveza 2 Ib Sdlido
Melaza 30 | Liquido
Roca fosférica 4 Ib Sdlido
Sulfato de potasio 4 Ib Sdlido
Bérax 200 g Solido
Azufre micronizado 200 g Solido
Sulfato de hierro 100 g Solido
Sulfato de magnesio 200 g Solido

Se evalud la sobrevivenciay compatibilidad de dife-

rentes microorganismos benéficos en un biol de
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elaboracion artesanal (Tabla 1). Los microorganis-
mos evaluados fueron Trichoderma harzianum,
(2.5x10° UPC/g de sustrato), Metarhizium aniso-
pliae, (2.5x10° UPC/mL de producto), Beauveria
bassiana (2.5x10° UPC/mL de producto) y Paeci-
lomyces lilacinus (2.5x10° UPC/mL producto), ad-
quiridos en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, los cuales fueron adicionados al biol y
mantenidos bajo cubierta en recipientes de 200 L.
Los tratamientos consistieron en aplicar 0 (TO), 50
(T1), 100 (T2) y 150 mL (T3) de la combinacion de
los microrganismos en 20 L de bial.

Las variables evaluadas fueron: nimero poblacional
y compatibilidad de los EMs. Adicionalmente se
midié pH, conductividad eléctrica y densidad del
biol. En cada tratamiento se tomaron muestras de
100 mL alos 30 y 60 dias después de iniciada la
inoculacion. Cada muestra fue colocada en frascos
de vidrio herméticamente cerrados, rotulados y en-
viados al laboratorio de fitopatologia de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo para su identi-
ficacion mediante e Método de Placa Pobre o Ex-
tension.

El ensayo fue conducido en un disefio de completa-
mente al azar con tres repeticiones. Los resultados
fueron sometidos a andlisis de varianza y las varia-
bles que mostraron diferencias significativas fueron
sometidas a prueba de medias segiin Tukey (p<0.05)
usando e paquete estadistico Infostat, version estu-
diantil.

Resultados

En el andlisis microbiol 6gico antes de lainoculacion
de EMs mostré la presencia de Penicillium sp., As-
pergillius sp., Alternaria sp. y Rhyzopus sp. (Tabla
2).
41

Tabla 2 Analisis microbiolégico del biol antesdela
inoculacion delosEMs.

Hongos Cantidad UPC/mL
Aspergillius sp. 3.0x 10
Rhizopus sp. 20x10*
Alternaria sp. 2.0x10*
Penicillium sp. 1.0x 10°

UPC/mL: Unidad propagadora de colonias

NUmero de unidades propagadoras de colonias
(UPC). Se observaron diferencias significativas en
el nimero promedio de UPC/mL alos 30 y 60 dias
después del inicio del ensayo (pso dias< 0.0148, F:
6.60, gl: 11y peodias< 0.000, F: 1243.72, gl: 11) (Fig.
1).

Figura 1 Namero promedio de Unidades Propagado-
ras de colonias (UPC/mL) alos 30y 60 dias deinocu-
lado
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Tratamientos

A los 30 dias, se observd que € nimero promedio
de UPC/mL fue de 2.2x10° en €l biol tratado con 50
mL de microorganismos, mientras que se observo un
incremento de 2.45 y 4.20 veces en € biol donde se
adicionaron 100 y 150 mL de microorganismos,
respectivamente. El mayor nimero de UPC/mL (2.1
X 10°) se lo encontrd en € tratamiento T2 (100 mL
de cada uno de los EMs), seguido del T3 (150 mL
de cada uno de los EMs), con un pH de 4.72 con un
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numero de UPC/mL, 8.6 x 10° ubicandose en ultimo
lugar al testigo con & menor promedio de 1.6 x 10*
UPC/mL.

En la evaluacion hecha 60 dias después de la inocu-
lacion también se observd un incremento en e nu-
mero de UPC/mL en los diferentes tratamientos, sin
embargo este numero fue significativamente mayor
en €l biol donde se agregaron 100 mL de microor-
ganismos. Por otra parte, la inoculacion de los EMs
provoco un incremento de nutrientes en nitrégeno,
fésforo, calcio y magnesio (Tabla 3).

En el andlisis de compatibilidad y el tiempo de so-
brevivencia de los microorganismos a los 30 dias se
observaron niveles poblacionales atos de los géne-
ros de hongos Trichoderma sp., Metarhizium sp. y
Beauveria sp., con 9.1 x 10° UPC/mL, en & T3, €
cua tenia un pH 3.80. En & segundo andlisis (60
dias), se encontraron mayores niveles poblacionaes
de los hongos Trichoderma sp., Metarhiziium sp., y
Paecilomyces sp., con relacion a los 30 dias, siendo
de 2.1 x10° UPC/mL en el T2.

Tabla 3 Analisisquimico del biol antesy después dela inoculacion delosEMs.

0a 60 dias pH CE N P K Ca Mg Fe
cdem % % % % % ppm

Antes 5,95 21,12 021 0,35 0.87 0,96 0,16 1,38

Después 5,0 28,16 1,50 2,21 0,38 2,40 0,33 0,005

Caracteristicas fisicas dd biol. Los resultados de las
variables fisico-quimicas del biol (Tabla 4). En ge-
neral, se observé un incremento en los valores de
pH, CE y ladensidad del biol alos 60 dias con rela-
cion alos valores observados a los 30 dias. Los va

lores de pH estuvieron en el rango de ligeramente
&cido, con valores de 4.05, 3.73, 4.05y 3.80 paralos
tratamientos TO, T1, T2 y T3, respectivamente, 10s
cuales se incrementaron en 7.4, 44.8, 16.5y 30.3 %,
respectivamente.

Tabla 4 Propiedades fisico-quimicas del biol a 30 y 60 dias después de inoculados con losEM s

Inéculo pH CE mmhos/cm Densidad

30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
0 4.05+0.000 4.35:+0.000 20.37+0252 27.07+0.252 1.00+0.000 1.01:+0.000
50ml  3.73+0.161 5.40+ 0.400 20.30+0.000 28.40+ 0.265 0.98+0.016 1.01+0.005
100ml 4.05+0.134 4.72+0765 1822+10.519 29.87+0.058 0.99+0.005 1.01+0.001
150 ml 3.80+0.180 4.95+ 0.695 23.05+0.050 25.60+ 0.100 0.99+0.574 1.00 + 0.002

Con relacion a la CE, ésta mostrd un incremento
gue vario entre 32.9 y 63.9 % en los tratamientos
control y T2 (100 mL de microorganismos), mien-
tras que en el tratamiento donde fueron adiciona-
dos 150 mL de microorganismos la variacion alos

60 dias fue de apenas 11.1 % con respecto a valor
alos 30 dias.
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Discusion

La presencia de Penicillium sp., Aspergillius sp.,
Alternaria sp., y Rhyzopus sp., pudo ser debido d
tipo de insumos utilizados en la preparacion del
biol. Estos microorganismos han mostrado alta
capacidad para producir antibiéticos y micotoxinas
gue compiten con otras especies fungicas (Arias et
al. 2008). Por otro lado, este grupo de hongos
posee un complgio de enzimas que les permite
aprovechar €l fosforo y e nitrégeno o degradar
acidos nucleicos y glicerofosfatos o fosfatos sim-
ples. De acuerdo con Diaz et al. (2009), estos
hongos son saprofitos, habitantes naturales de
materiales en descomposicion por lo que es razo-
nable encontrarl os en niveles poblacionales altos.

En los resultados del laboratorio con microorga-
nismos en los primeros 30 dias, tanto Penicillium
y Aspergillius fueron encontrados en bgjas pobla-
ciones, demostrando la ubicuidad y la capacidad
de crecer en diferentes temperaturas sobre sustra-
tos o un caldo de cultivo, producen una amplia
gama de antibidticos y micotoxinas, dificultando
el crecimiento de otras especies. Los géneros de
hongos Trichoderma sp., Metharhizum sp., y
Beauveria sp., fueron encontrados en poblaciones
altas sugiriendo que existe compatibilidad entre
ellos.

Contrario a lo esperado, se obtuvo un mayor nu-
mero de UPC/mL en €l biol tratado con 100 mL de
inéculo. Aunque el tamafio del indculo tiene una
influencia importante sobre el crecimiento de un
microorganismo (Velastegui 2005, Bidlas et al.
2008), otros factores tales como pH, temperaturay
presion de vapor parcial también pueden favorecer
0 no € crecimiento de los microorganismos

(Leistner 2000). Basados en los estudios de Velas-
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tegui (2005), e pH podria ser considerado € fac-
tor determinante en e crecimiento microbiano,
sugiriendo que estos microorganismos benéficos
pueden reproducirse entre valores de pH entre 4.0
y 6.5. En tal sentido, probablemente el valor de pH
acanzado en € T2 (pH = 4.05) provocé un mayor
incremento del nimero de UPC/mL a compararlo
con e T3, donde dado € mayor indculo, se espe-
raba que tuviera mayor incremento. Adicional-
mente, la cantidad inicial de inéculo pudo haber
influenciado favorablemente la multiplicacion de
los EMs'y el control biolégico de agentes patdge-
nos, tal como fue evidenciado por € mayor nime-
ro de UPC/mL de T. harzanum, P. lilacinus, M.
anisopliae y B. bassiana en el tratamiento T3.

De acuerdo con los resultados, aunque no se veri-
ficd la presencia de Paecilomyces sp alos 30 dias,
su aparicion alos 60 dias pudo haber estado rela-
cionada con las condiciones de pH de 4.95 en €
biol. Esto podria sugerir que existe compatibilidad
de tres hongos en cada andlisis, mientras que Pae-
cilomyces sp., y Beauveria sp., no fueron observa-
dos juntos, por 10 que se asume que exista una
posible incompatibilidad. De acuerdo con Sharma
et al. (2014), la mayor proliferacion de Paeci-
lomyces lilacinus fue alcanzada a valores de pH
cercano a la neutrdidad. Estudios previos han
demostrado el efecto sobre la produccion de meta-
bolitos primarios y secundarios por parte de los
microorganismos (Tamerler et al. 1998), los cua-
les podrian tener efecto de induccion o de antago-
nismo en el crecimiento de algunas poblaciones
microbianas. Con base en estos estudios, se podria
sugerir que posiblemente el valor de pH observado
en e T2 pudo haber inducido algin mecanismo
gue favorecio el crecimiento de los hongos coexis-
tiendo en €l biol.
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La existencia de los microrganismos benéficos en
niveles poblacionaes atos a los 60 dias después
de la inoculacion pudo favorecer la movilizacion
del fosforoy el nitrégeno y la degradacién de &ci-
dos nucleicos y glicerofosfatos o fosfatos simples
(Richardson & Simpsom 2011). Diaz et al. (2009)
deducen que algunos hongos y bacterias recuperan
el nitrégeno, fésforo y otros micronutrientes que
no pueden ser asimilados, lo vuelven disponibles
para las plantas mejorando el intercambio catiéni-
co. Estudios previos han demostrado que durante
el proceso de fermentacion, estos hongos liberan
CO; conjuntamente con el agua durante este pro-
ceso los fosfatos insolubles lo transforman en so-
lubles.

En conclusion, los resultados evidenciaron que
existe compatibilidad entre los hongos Trichoder-
ma sp., Metarhizium sp., y Beauveria sp., mientras
que este Ultimo no mostré compatibilidad aparente
entre Paecilomyces sp., 10 cual deberia ser tomado
en cuenta @ momento de formular la incorpora-
cion de estos microorganismos en bioles artesana-
les. Por otra parte, e pH parece tener un rol fun-
damental en € crecimiento de las poblaciones de
los microorganismos, por lo que se sugiere realizar
estudios en los que se evallle su efecto directo en
el desarrollo poblaciona de estos géneros de hon-
gosy sus posibles efectos en la compatibilidad y/o
antagonismo entre ellos.
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