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RESUMEN

Introducciéon. Los microorganismos de
montafia (MM) son un insumo fundamental
para la produccion orgénica/ecoldgica en Costa
Rica. Su uso genera preguntas relacionadas con
el procedimiento para las activaciones liquidas,
que presenten las mayores poblaciones microbia-
nas. Objetivo. Evaluar factores clave que afectan
la calidad de la fase liquida de MM, tales como
el tiempo de activacion, aireacion, presencia de
nutrientes, entre otros. Materiales y métodos.
Se evaluaron factores asociados con las activa-
ciones liquidas, tiempo de activacion, disponi-
bilidad de aireacion, dosis de MM solido, dosis
de melaza y la adicion de nutrientes inorganicos
solubles (K) e insolubles (P). Se determinaron
poblaciones de bacterias, hongos filamentosos,
bacterias fijadoras de nitrogeno (FN), microor-
ganismos solubilizadores de fosforo (SP), lac-
tobacilos (Lac) y levaduras (Lev), asi como pH
y P en solucion. Los datos se sometieron a la
prueba de Shapiro-Wilks. Las variables que no
presentaron normalidad fueron evaluadas segin
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ABSTRACT

Factors related to liquid activation
of Mountain Microorganisms (MM).
Introduction. Mountain microorganisms (MM)
are a fundamental input for organic/ecological
farming in Costa Rica. Its use raises questions
related to the procedure for liquid culture
activation in order to attain the largest microbial
populations. Objetive. To evaluate key factors
that affect the quality of MM liquid phase culture,
such as activation time, aeration, presence of
nutrients, among others. Materials and methods.
Factors associated with liquid-phase culture,
incubation time, aeration availability, solid MM
dosage, molasses dosage, and addition of soluble
(K) and insoluble (P) inorganic nutrients were
evaluated. Bacteria, filamentous fungi, nitrogen-
fixing bacteria (FN), phosphorus-solubilizing
microorganisms (SP), lactobacilli (Lac), and yeast
(Lev) populations were determined, as well as pH
and phosphorus in solution. Data was subjected
to the Shapiro-Wilks test. Variables that did not
fit a normality test were evaluated according
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Kruskal Wallis y las normales con ANDEVA y
LSD Fisher (p<0,05). Resultados y discusion.
Las poblaciones cambiaron en el tiempo. El pH
aument6 en el tiempo, mientras que los Lac y
Lev disminuyeron. La disponibilidad de aireacion
redujo el tiempo de fermentacion e incremento las
poblaciones, sin embargo, ocasioné un aumento
del pH en menor tiempo, por lo que los Lac y Lev
disminuyeron mientras que las FN y SP incre-
mentaron. La concentracion mas alta de melaza
afect6 negativamente la poblaciéon de Lac, mien-
tras que una reduccién a la mitad en la cantidad
de MM sdlido, incremento las poblaciones de SP
y no afectd los otros grupos. La adicién de una
fuente organica de K aument6 las poblaciones,
por tanto activados de MM reforzados pueden ser
utilizados también como fuente de nutrientes. La
adicion de roca fosforica no alter6 las poblacio-
nes, pero los datos sugieren que el fésforo solubi-
lizado es retenido en la biomasa. Conclusién. Las
condiciones de elaboracion afectan la dindmica
de las poblaciones microbianas presentes en las
activaciones liquidas de MM.

INTRODUCCION

El uso de insumos bioldgicos artesanales
se ha popularizado entre las personas produc-
toras agricolas de Costa Rica y América Latina
(Restrepo y Hensel 2015), sobre todo en la pro-
duccién orgénica y ecoldgica. En Costa Rica
estas personas producen, desde hace mas de 20
afios la totalidad de los insumos que utilizan
entre los que se encuentran repelentes, biofer-
mentos simples, biofermentos “reforzados” con
hierbas, sales orgénicas o frutas, microorganis-
mos de montafia, abonos organicos tipo compost,
lombricompost y bocashi, entre otros. En paises
desarrollados esta tendencia de uso de insumos
biologicos es similar, en este caso, se utilizan
especialmente formulaciones con microorganis-
mos promotores de crecimiento vegetal (Diaz-
Zorita y Fernandez-Canigia 2009).
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to the Kruskall-Wallis assessment method, and
when they did fit normality were analyzed by
ANOVA and Fisher’s LSD test (p<0.05). Results
and discussion. Populations of functional
microorganisms changed over time. pH increased
during incubation, while Lac and Lev decreased.
Increased air availability reduced fermentation
time and increased microbial populations;
however, this regime accelerated pH increase
rate, along with faster decline of Lac and Lev,
and increase of FN and SF. Higher molasses
concentration negatively affected Lac populations,
while halving the initial amount of solid MM
resulted in increased SP populations and did not
affect other microbial groups. Amending liquid
culture with an organic source of K induced
an increase in overall populations, therefore
activated MM can also be used as a source of
nutrients. Rock phosphate addition had no effect
on microbial populations, but data suggests that
solubilized phosphorus was fixed in microbial
biomass. Conclusion. Production conditions
affect the dynamics of microbial populations
present in the liquid-phase activation of MM.

Particularmente, el uso de los microorga-
nismos de montafia, tanto en la version sélida
como las activaciones liquidas (bioles de MM),
se ha vuelto central y fundamental, gracias a
las funciones que se les atribuye como ind-
culo microbiano, los cuales funcionan como
mejorador de la biologia del suelo, supresor de
enfermedades, facilitador de la disponibilidad
de elementos esenciales en el suelo, descom-
ponedor de materia organica, optimizador en
la produccién pecuaria, controlador de malos
olores, entre otros (Acosta 2012, Castro et al.
2015, Castro et al. 2020).

Las poblaciones microbianas benéficas
presentes en los activados liquidos de MM se
pueden clasificar principalmente en 4 grupos
funcionales: fijadores de nitrogeno (FN), solu-
bilizadores de fosforo (SP), lactobacilos (Lac)
y levaduras (Lev) (Castro et al. 2015). Se ha
determinado que al cuarto dia de activacion del
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MM se produce el crecimiento de principalmente
hongos, a los 8 dias bacterias y a los 15 dias leva-
duras, sin embargo, en recuentos realizados en el
Laboratorio de Microbiologia del CIA-UCR, se
ha observado la presencia de los 4 grupos funcio-
nales antes mencionados, en altas proporciones
en muestreos realizados en diferentes etapas
después de la activacion.

El rol de los microorganismos en el sis-
tema suelo es clave para la productividad de
los suelos y las plantas (Van Der Heijden et al.
2008). Los diferentes grupos funcionales presen-
tes en los MM tienen potencial para colonizar
el sistema radicular y/o la materia orgéanica y
establecerse activamente, al promover la sin-
tesis de sustancias benéficas para las plantas,
facilitar la absorcion de nutrientes y fomentar
la proteccion contra enfermedades, ademas, al
solubilizar fosfatos y otros nutrientes esenciales,
fijar N, inducir la resistencia al estrés, estabilizar
los agregados y mejorar la estructura del suelo
(Castro et al. 2015, Hayat et al. 2010).

Los bioles de MM son insumos con una
alta carga microbioldgica, pero con bajos conte-
nidos de nutrientes, por ello, condiciones como
bajas cantidades de materia organica en el suelo,
la utilizacion de agroquimicos y la mecaniza-
cion pueden limitar las potencialidades de este
inoculo microbiano. Mientras que un manejo
adecuado de la incorporacion de material orga-
nico y otras practicas ecoldgicas, que brinden
albergue y las condiciones idéneas para los
microorganismos, son factores sinérgicos (Cas-
tro et al. 2015, Badilla 2019).

Los SP son de gran importancia para el
crecimiento vegetal, ya que el P, a pesar de que
puede estar en grandes cantidades en los suelos,
en la mayoria de los casos no se encuentra dis-
ponible para ser absorbido (Vargas-Barrantes y
Castro-Barquero 2019). Los microorganismos,
por medio de la solubilizacion y/o mineraliza-
cion del fosforo inorganico y organico, ponen a
disposicion de la planta el elemento. El principal
mecanismo para la solubilizacion es la produc-
cion de acidos organicos y la mineralizacion de
P organico por medio de la accion enzimatica

(Khan et al. 2009). Castro et al. (2015) mostraron
que la utilizacion de activados liquidos de MM al
suelo fueron capaces de incrementar las concen-
traciones de P en la solucion del suelo.

Otros 2 grupos funcionales de impor-
tancia son los lactobacilos y las levaduras. Los
primeros producen sustancias antimicrobianas
supresoras de microorganismos con potencial
fitopatogénico, ademas, de ser degradadores de
materia organica. Asimismo, los segundos son
importantes principalmente por su alta capacidad
para degradar materia organica y por establecer
relaciones simbidticas con las plantas a nivel
del sistema radicular (Paul 1989, Acosta 2012,
Pacheco y Uribe 2000).

Debido a que a nivel nacional el uso de
MM se ha generalizado en la produccion orga-
nica/ecologica, se ha generado interés también
en la producciéon agropecuaria “convencional”.
De esta manera, personas productoras de leche
y ganado, de la Zona Norte del pais, lo emplean
para eliminar el mal olor y optimizar la des-
composicion de las excretas de los animales
y producir abono organico. Algunas personas
productoras de pimienta y pifia de la zona
Caribe y Norte lo emplean para el manejo de
enfermedades y mejorador de las propiedades
del suelo. En la zona de Los Santos algunas
fincas productoras de frutales de altura y leche
producen sus MM para diversos fines y algunos
de hortaliza, en el Valle Central, incorporan
MM liquido via fertirriego para controlar agen-
tes patogenos y mejorar la salud del suelo y los
cultivos. En la zona de Sarapiqui, fincas de pifia
organica han producido hasta 9000 L de MM
activado por mes, el cual se ha aplicado sema-
nalmente a toda la plantacion.

Surgen, entonces, interrogantes sobre cual
es la mejor via para la produccion de este insu-
mo. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar los factores claves que influyen sobre
las caracteristicas del MM activado, conocido
como fase liquida o bioles de MM. Para ello,
se planteo evaluar a través del tiempo, el pH y
las poblaciones de 4 de los grupos funcionales
presentes en los activados de MM, elaborados
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con 2 diferentes mantillos. Ademas, determinar
el efecto de la aireaccion, la cantidad de melaza
que es un material barato, por lo que se utiliza
muchas veces en mayor cantidad con la idea de
lograr un mejor producto, el tiempo de activa-
cion, la cantidad de MM solido inicial, la adicion
de una fuente mineral soluble de potasio y una
fuente poco soluble de fosforo (roca fosforica).

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental. Tanto los MM so6li-
dos como las activaciones (MM liquido) se
elaboraron en las instalaciones del Laboratorio
de Microbiologia de Suelos, CIA, UCR. En el
mismo lugar se realizaron las evaluaciones bio-
logicas y quimicas pertinentes.

Variables evaluadas. Segun corres-
pondiera, se determinaron las poblaciones de
microorganismos de los siguientes grupos: bacte-
rias, hongos filamentosos, bacterias fijadoras de
nitrégeno (FN), microorganismos solubilizado-
res de fosforo (SP), lactobacilos (Lac) y levaduras
(Lev). Se llevo a cabo con diluciones seriadas y
recuentos viables segtn las metodologias utiliza-
das en el Laboratorio de Microbiologia Agricola
de la Universidad de Costa Rica (LMA-CIA
2015). Asimismo, se determind cuando asi se
requirio, el pH y la conductividad eléctica (CE)
con un potenciometro-conductimetro portatil
(Metter Toledo, Seven go duo) en el Laboratorio
de Suelos y Foliares del CIA y el P en solucion
por medio de Espectroscopia de Emision Optica
de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES).
Las pruebas que requerian comparacion de dife-
rentes tratamientos contaron con 3 repeticiones.

Evaluacion de los activados liquidos de
MM preparado con mantillo de bosque de 2
sitios en diferentes tiempos de activacién. Se
confeccion6 MM solido y la activacion liquida,
segun la metodologia de Castro (2014) y Tencio
(2015), se consider6 como fuente, el mantillo
de un bosque secundario de Rio Frio y otro de
Coronado, con el fin de observar si presentaban
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poblaciones similares. Para la elaboracion de la
version sélida, se utilizaron recipientes de vidrio
de 2 L con cierre hermético y salida de gases; para
los bioles se utilizaron recipientes con las mismas
caracteristicas pero de 1 L. Con el objetivo de
evaluar los cambios microbioldgicos en el tiempo,
la activacion liquida del MM de Rio Frio fue eva-
luada por 136 dias, en condiciones aerdbicas pero
sin aire forzado, con muestreos por duplicado, los
dias 4, 12, 19, 27, 42, 59, 83, 122 y 136 dias des-
pués de la activacion (DDA). La activacion liquida
del MM procedente de Coronado se evalud bajo
las mismas condiciones por 40 dias, con mues-
treos por duplicado, los dias 5, 12, 26 y 40 DDA.
Ademas, de evaluar las poblaciones, se determind
el pH. En el activado de Rio Frio se evaluaron los
siguientes grupos funcionales: Lac, Lev, hongos
filamentosos y bacterias totales y en el de Coro-
nado, y el resto de los ensayos las poblaciones de
Lac, Lev, SF y los FN. Los siguientes ensayos se
realizaron con MM proveniente de Coronado.

Disponibilidad de aireacién en la activa-
cion. Se probaron 3 tipos de aireacion con el fin de
facilitar la disponibilidad de O, para los microor-
ganismos: con inyeccion de aire, durante todo
el periodo de activacion, por medio de un motor
de pecera; aireaccion pasiva, mediante un reci-
piente de vidrio sin cierre hermético y agitacion
esporadica para permitir el intercambio gaseoso
(“50/50”); y sin aireaccion, que correspondid a
un recipiente de vidrio sin entrada de aire. Las
evaluaciones se realizaron a los 12 DDA vy se eva-
luaron los 4 grupos funcionales propuestos.

Debido a las diferencias observadas en las
poblaciones de los grupos funcionales y el valor
del pH, segun la disponibilidad de aireacion, se
evalud, a los 5, 12, 20, 26 y 35 DDA, el efecto de
la inyeccion de aire en el proceso de elaboracion.
Se utilizaron 3 repeticiones y se determinaron las
poblaciones de grupos funcionales y el pH.

Utilizacion de 2 dosis de inoculo de MM
solido. Para determinar si es factible reducir la
cantidad utilizada de MM sélido en las activa-
ciones liquidas, se confecciono la fase liquida



CASTRO-BARQUERO & GONZALEZ-ACUNA: Activacion liquida de Microorganismos de Montafia 85

con la utilizacioén de 2 dosis de MM sdlido: 50%
(20 g.L-" agua) y 100% (40 g.L ' agua) de la dosis
recomendada (Castro 2014, Tencio 2015, Castro
et al. 2015). Las evaluaciones se realizaron a
los 12 DDA y se evaluaron el pH y los 4 grupos
funcionales (Lac, Lev, FN y SP).

Dosis de melaza. Se evaluaron 4 dosis de
melaza: sin melaza (SM), la dosis recomendada
por Castro (2014) y Tencio (2015) (1X: 19 mL.L"!
agua), 2 veces la dosis recomendada (2X) y 3
veces la dosis recomendada (3X). En este caso,
se determind a los 12 DDA como indicador, sola-
mente la poblacion de Lac y levaduras.

Enriquecimiento del proceso de activacion
con una fuente soluble de potasio. Para determinar
el efecto de la aplicacion de una fuente soluble de
K sobre las poblaciones de los grupos funcionales
evaluados (Lac, Lev, FN y SP), se agreg6 3 DDA
10 grL! de K,S0, de fuente mineral y se procedi6
a realizar la evaluacion a los 12 DDA mediante la
comparacion con un testigo sin adicion de la sal.

Aplicacion de roca fosférica en proceso
de activacion. Debido a la baja solubilidad de la
roca fosforica, comparada con las sales, se realizo
un ensayo para evaluar el efecto en los activados
de la adicion de RF sobre el pH, el P en solucion
y sobre las poblaciones de los grupos funcionales.
El ensayo se llevo a cabo por medio de la inyec-
cién de aire forzado, que se agregd al activado 3
DDA 10 g.L"! de RF con un tamafio de particula
entre 90 y 500 um, y se evalud a los 12 y 35 DDA.
Los tratamientos evaluados fueron: Agua mas
RF (H,0 + RF), activado de MM sin RF (MM),
Activado de MM con RF (MM + RF), Activado
de MM autoclavado y con RF (MMA + P). La
adicion de RF, a los tratamientos que lo requerian,
se realiz6 3DDA. La RF fue autoclavada previa-
mente, en forma sélida, en recipientes de vidrio.

Analisis estadistico. Los datos de los
ensayos, donde se evaluaron diferentes trata-
mientos se sometieron a la prueba de Shapiro-
Wilks (modificado) para evaluar la normalidad.

Aquellas variables que no presentaron normali-
dad fueron evaluadas segun el analisis Kruskal
Wallis, las variables normales segiin el ANDE-
VA y la prueba LSD Fisher (p<0,05) como
separador de medias. Para algunos ensayos se
muestra la desviacion estandar de los datos, que
permite una mejor comprension.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto a la evaluacion de los activados
liquidos de MM a través del tiempo (Figura 1),
para el activado de Rio Frio, ya para el dia 42,
el pH se incrementd mas alla de los 4,5, hasta
alcanzar un valor superior a 6 a los 136 dias.
Entre los 40 y los 136 dias la poblacion de lacto-
bacilos disminuy¢ al pasar de un valor cercano a
8 (log,, de las ufc) a un valor de 5. Las levaduras
presentaron los mayores valores entre los 20 y los
40 dias, mientras que las bacterias mostraron un
crecimiento mas erratico, pues alcanzaron valo-
res superiores a 8 e inferiores a 6 en diferentes
momentos de muestreo. El activado de Coronado
fue evaluado en las mismas condiciones hasta
los 40 dias cuando se observo incremento en el
pH, hasta alcanzar un valor mayor a 4,5 (Figura
1). En este caso se evaluaron las poblaciones de
los grupos funcionales: lactobacilos, levaduras,
solubilizadores de P y fijadores de N, todas las
poblaciones disminuyeron con el tiempo después
de los 12 dias. Bajo las condiciones de elabo-
racion (aérobicas sin aire forzado) los bioles de
MM pueden ser utilizados desde los primeros
dias, hasta los 40 dias después de la elaboracion,
con su aporte microbiano mayor antes de los 25
dias. Es importante destacar que se evaluaron
también las poblaciones de hongos filamentosos,
pero no se encontrd presencia de los mismos
en los activados, posiblemente debido a las
condiciones semiaerdbicas en los liquidos y al
muy bajo pH de los activados en los primeros
dias de la elaboracion. En este sentido Badilla
(2019) reporto la presencia del hongo filamento-
so Mucor sp., pero con crecimiento aislado, siem-
pre sobre la superficie de activados provenientes
de mantillo de arroz.
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Figura 1. Poblaciones microbianas (log,, de ufc.ml!) de bacterias, lactobacilos, levaduras, solubilizadores de P, fijadores de
N y pH en las activaciones liquidas de MM de las localidades de Rio Frio y Coronado. Cada dato corresponde al

promedio de 2 repeticiones.

Disponibilidad de oxigeno en la acti-
vaciéon. Una interrogante frecuente cuando
se realiza la activacion de los MM, es si se
debe hacer de manera aerdbica o anaerdbica;
actualmente algunas personas productoras los
preparan en condiciones aerobias y otros en
condiciones anaerobias. Segun los resultados
obtenidos (Figura 2), los bioles con inyeccion

10 +
% ®mLac
=1 mlev
g
— uSP
FN

50/50 02 Con 02 Sin O2

Tratamientos

de aire presentaron las mayores poblaciones de
microorganismos a los 12 DDA, sin embargo,
el pH en este momento ya se encontraba alre-
dedor de 4,5, mientras que en los tratamien-
tos anaerobico completo (tapa hermética para
evitar entrada de aire) y aerdbico pasivo (sin
inyeccion de aire), el pH mostré valores meno-
res a 4 (Figura 2).

pH 12 DDA

50/50 Con 02 Sin 02

Tratamientos

Figura 2. Efecto de la aireacion sobre las poblaciones (log,, de ufc.ml!) de lactobacilos, levaduras, solubilizadores de P,
fijadores de N y pH en el proceso de activacion liquida de MM a los 12 DDA. Barras con diferente letra para el
mismo grupo funcional corresponden a diferencias estadisticas significativas (p<0,05).

Al realizar una evaluacion por un periodo
de tiempo mayor, en condiciones con bombeo de
aire (Figura 3), se observo que a los 12 dias DDA
el pH era ya de 5, a los 20 DDA superaba los 6
y a los 35 DDA sobrepasaba los 7. Este hecho se
relaciond directamente con una reduccion en las
poblaciones de lactobacilos y levaduras, mientras
que se observo que los FN y los SP mostraron las
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poblaciones mas altas al inicio y al final de la acti-
vacion. De esta manera, una activacion en presen-
cia de bombeo de aire, para asegurar el suministro
de oxigeno, mostré un aumento en el pH mas
acentuado y en menor tiempo, con una reduccion
de lactobacilos y levaduras y un aumento en los
SP, esto es importante de tomar en cuenta, segin
el interés que se tenga en el activado.
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Figura 3.

Poblaciones (log,, de ufc.ml!) de lactobacilos, levaduras, solubilizadores de P, fijadores de N y pH en las

activaciones liquidas de MM con inyeccion de aire forzado, a través del tiempo. Barras con diferente letra para el
mismo grupo funcional corresponden a diferencias estadisticas significativas (p<0,05).

Si el objetivo es la aplicacion de la mayor
cantidad de lactobacilos y levaduras, las apli-
caciones se deben realizar alrededor de los 12
DDA, si el interés son los grupos funcionales
FN y SP se pueden utilizar, al inicio de la acti-
vacion para los FN o posterior a los 26 dias para
los SP. Una estrategia de aplicacion mas exitosa
puede aprovechar todo el ciclo de produccion
del activado, con aplicaciones en todas las
fases. Si la activacion se realiza con inyeccion
de aire forzado los sustratos que promueven
el crecimiento de Lac y Lev en el activado se
agotaran mas rapidamente, asi también se pro-
ducira un aumento en el pH, mientras que si se
mantiene aerdbico, de manera pasiva, esto es
sin inyeccion de aire y sin tapa hermética, el pH
tardard mas tiempo en aumentar y el activado
se podré utilizar por un periodo mayor como
fuente de Lac y Lev. Por otro lado, segun los
resultados obtenidos, la anaerobiosis completa
afecta negativamente al menos las poblaciones
de FN (Figura 2).

Dosis de inéculo de MM soélido para la
activacion liquida. Debido a que el MM soélido
tiene como componente mantillo de bosque,
la extraccion del mismo puede convertirse en

un factor negativo para el medio natural. Los
insumos de este tipo han sido generados en
producciones agricolas ecologicas y no para la
agricultura industrial, sin embargo, debido a que
empiricamente ha mostrado tener un impacto
positivo también en la agricultura convencional,
es necesario crear estrategias que permitan un
uso racional de este insumo.

En este sentido las personas autoras pro-
ponen que la legislacion nacional contemple
que cada proyecto productivo extensivo que
implemente su uso, mantenga areas destinadas a
la conservacion boscosa, desde donde se pueda
hacer un uso racional de este recurso. Ademas es
importante definir si es factible reducir la canti-
dad utilizada de MM solido, por lo que se evalud
en este estudio si la utilizacion de la mitad de la
cantidad de MM sélido utilizada regularmente
(Castro 2014, Tencio 2015) tendria algin efecto
sobre las poblaciones de los 4 grupos funciona-
les evaluados. Se observo que las poblaciones de
Lac, Lev y FN fueron muy similares y que las
poblaciones de los SP fueron mayores al utilizar
la mitad de la cantidad de MM solido (Figura
4). De ello, se deduce que se puede reducir la
cantidad propuesta en Castro (2014) y Tencio
(2015) a la mitad.
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log,, (UFC)

® 1/2 inéculo

= Completo

Lactobacillus ~ Levaduras

FN Sol P

Figura 4. Poblaciones microbianas (log,, de ufc.ml™) de lactobacilos, levaduras, fijadores de N y solubilizadores de P en
las activaciones liquidas de MM con 2 cantidades de indculo sélido a los 12 DDA. Se muestran las barras para la

desviacion estandar.

Dosis de melaza. Al evaluar las poblacio-
nes de Lev y Lac en diferentes dosis de melaza,
se observo que las poblaciones de Lac presentaron
diferencias significativas (Figura 5). El tratamien-
to 1x (dosis recomendada) permitid el mayor
crecimiento de este grupo funcional microbiano.
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Es importante, por tanto, no excederse en la can-
tidad de melaza utilizada para las activaciones,
ya que su composicion puede aumentar la CE del
medio (Fajardo y Sarmiento 2007), como se obser-
vo para el presente ensayo (Tabla 1) y afectar algu-
nas poblaciones microbianas (Yana ef al. 2015).

&
N

SM 1X 2X 3X

Dosis de melaza

Figura 5. Poblacion de Lac (log, de ufc.ml) segin 3 diferentes dosis de melaza utilizada en la activacion liquida a los
12 DDA. Barras con diferente letra para el mismo grupo funcional corresponden a diferencias estadisticas

significativas (p<0,05).
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Tabla 1.  Valores de pH y conductividad eléctrica (CE)
segln tratamientos evaluados bajo 4 dosis de
melaza a los 12 DDA.

Tratamiento pH CE (mS.m™)
SM 4,87a 1,82d
1X 4,71ab 4,48¢c
2X 4,19b 6,58b
3X 4,18b 9,35a

Enriquecimiento del proceso de acti-
vacion con una fuente soluble de potasio. Una
practica que se ha extendido es el enriquecimien-
to de los activados liquidos de MM con sales de
fuente natural de diversos nutrientes como K,
Ca, Mg u otros elementos menores como Mn y
B. En este caso, se determin¢ el efecto del enri-
quecimiento con K (K,SO,) sobre los 4 grupos
funcionales determinados; se encontré que a

10 +

log,, ufc

Lev Lact

los 12 DDA todas las poblaciones aumentaron
por el enriquecimiento con la sal (Figura 6).
Esta observacion concuerda con las realizadas
previamente en un estudio ejecutado en el Labo-
ratorio de Microbiologia Agricola-UCR, donde
Vega (2017) encontr6 que el enriquecimiento de
los activados liquidos de MM, con soluciones de
K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe Mg y Zn, incremento
en todos los casos las poblaciones Lac, Lev, FN
y SP hasta en el orden de 10 y 100 veces, segin
el grupo funcional evaluado. La utilizacion de
los activados de MM enriquecidos con sales,
representa un aporte no solo de indculo micro-
biano en mayor concentracion, sino también de
nutrientes. Por otro lado, Aguado-Santacruz et
al. (2012) indican que los microorganismos pue-
den promover el crecimiento vegetal a traves de
la produccion de sustancias quelantes, como es el
caso de los sideroforos.

B Con sales

W Sin sales

Sol P Fij N

Figura 6. Poblaciones microbianas (log,, de ufc.ml) de lactobacilos, levaduras, fijadores de N y solubilizadores de P en las
activaciones liquidas de MM con la adicion de sales con potasio (K,SO,) de fuente mineral. Se muestran las barras

de error.

Enriquecimiento del proceso de activa-
ciéon con una fuente poco soluble de fosforo.
La solubilidad de la roca fosforica en agua, se
mantuvo baja durante todo el periodo de expe-
rimentacion, ya que fue menor de 0,24 mg.L! a

los 12 y los 35 DDA (Figura 7). A los 12 DDA la
cantidad de P, en solucion, fue muy similar entre
el activado con RF y el que no tenia, sin embar-
go, al someter el activado al autoclavado para
eliminar los microorganismos, se observo que la
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cantidad de P en solucion tendi6 a aumentar. Para
la evaluacion 35 DDA, se increment6 ligeramente
la cantidad de P en solucion en el tratamiento MM,
pero la cantidad de P se redujo en el tratamiento
MMP, mientras que el tratamiento autoclavado
presentd la cantidad mayor de P en solucion. Lo
anterior se explica al menos por las caracteristicas
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wn
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\

0,23

12 DDA

acidas del producto que solubiliza el P de la RF,
pero en presencia de microorganismos este P es
retirado como forma soluble y/o retenido en la
biomasa, lo que concuerda con el aumento en las
poblaciones de SP y FN entre la primera y segun-
da evaluacion, tanto en el activado con P como el
que no se adiciono con P (Figura 8).

WH20 +P
nMM
mMM + P

MMA + P

0,1A

35 DDA

Figura 7. Cantidad de P en solucion en mg.L™" a los 12 y 35 DDA en los diferentes tratamientos. Barras con diferente letra
para el mismo grupo funcional corresponden a diferencias estadisticas significativas (p<0,05).
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Figura 8. Poblaciones microbianas (log,, de ufc.ml") de lactobacilos, levaduras, fijadores de N y solubilizadores de P y pH
en las activaciones liquidas de MM con la adicién de roca fosforica (P). Barras con diferente letra para el mismo
grupo funcional corresponden a diferencias estadisticas significativas (p<0,05).

Como ya se discutié anteriormente, en
este caso, las poblaciones de Lac y Lev tam-
bién se redujeron con el tiempo, mientras que
el pH aumento (Figura 8 y Figura 9). Para los
tratamientos H,O + P y MMA + P los valores
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de pH se mantuvieron constantes, para el pri-
mero alrededor de 7 y para el segundo a 4. La
adicion de RF no afectd a las poblaciones de los
grupos funcionales evaluados (Figura §), pero
los datos sugieren que el fosforo solubilizado de
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la RF es incorporado en la biomasa microbiana
o trasformado a formas no solubles (Figura 7).
En este sentido, Xu et al. (2020) indican que la

12 DDA

inmobilizacién microbiana de P reduce las for-
mas solubles, que son en condiciones de campo
susceptibles a la lixiviacion.

mH20 +P
MM
MM +P

MMA + P

35 DDA

Figura 9. Valor del pH a los 12 y 35 DDA en los diferentes tratamientos con RF (P) aiadida. Barras con diferente letra para
el mismo grupo funcional corresponden a diferencias estadisticas significativas (p<0,05).

CONCLUSION

Los activados de MM representan una
fuente importante de indculo microbiano con
potencial para el uso agropecuario. Las cargas
microbioldgicas de los grupos evaluados osci-
lan entre 10° y 108, segtin el tiempo trascurrido
desde la activacion, como de las condiciones
en el proceso de elaboracion. De esta manera,
seglin se observo, las poblaciones y el pH se
ven influenciados por la utilizacion de aire for-
zado en las activaciones. Dichos activados pue-
den también utilizarse para la incorporacion de
nutrientes al sistema, con la ventaja de que puede
inducir la quelataciéon para una mejor absorcion
por la planta.

Se recomienda el uso de 20-25 g de MM
solido.L"! agua para realizar la activacion, asi-
mismo se insta a investigar si dosis mas bajas
puedan ser empleadas sin que las poblaciones
microbianas sufran reducciones significativas.
Otro aspecto a considerar es validar cuantas
activaciones puede soportar un mismo inéculo

de MM solido inicial, sin que su aporte de ino-
culo microbiano al activado, disminuya de forma
significativa.

Ademas, las diferencias observadas, en
los preparados con y sin aire forzado, permitiran
disenar estrategias para programar las aplica-
ciones, segun el efecto deseado en el sistema de
produccion, ya sea para solventar necesidades en
cuanto a nutricion, fitosanidad, descomposicion
de residuos u otros factores relacionados a los
grupos funcionales.
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