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l. RESUMEN.

La diversidad microbiana es considerada como un indicador de la salud de los suelos, ademas,
tiene un papel fundamental en el desarrollo de las especies vegetales presentes en los
ecosistemas. No obstante, las practicas agricolas limitan y condicionan la diversidad de
microorganismos al modificar el equilibrio que se da en los ecosistemas naturales. Sin embargo,
son pocos los estudios enfocados en identificar esta diversidad. El objetivo de este trabajo ha
sido determinar la diversidad de microorganismos edaficos asociados al cultivo de cacao
(Theobroma cacao), realizando tres muestreos durante la época lluviosa en dos areas del Valle
de Zapotitan: finca la Montafiita con manejo agroecoldgico y la otra ubicada en el centro
experimental de San Andrés del CENTA con manejo convencional. Las areas se dividieron en
4 puntos: A, B, Cy D, y se extrajeron 40 submuestras por area cada mes, de agosto a octubre
del 2019. Para su anélisis las muestras se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia Agricola
del CENTA, donde se utiliz6 el método de diluciones y siembra en placa para aislar las colonias
con caracteristicas morfologicas diferentes, posteriormente, fueron sometidos a analisis
bioquimicos para la identificacion de microorganismos (bacterias), tales como tincion de Gram,
catalasa, motilidad, produccion de sulfuro, Indol y fermentacién de azlcares en medio TSI.,
resultando 13 familias de bacterias identificadas, donde, las mas abundantes fueron:
Micrococcaceae (25%), Moraxellaceae (11%), Nocardiaceae (9%), Actinomycetaceae (7%) y
Staphylococcaceae (6%), perteneciendo la mayoria al grupo Actinobacteria. Para la
identificacion de los hongos microscopicos, se utilizé la técnica de cinta adhesiva y con apoyo
de claves taxondmicas se identificaron 16 géneros fangicos, en donde el mayor nimero de cepas
fueron de los géneros: Aspergillus (25%), Penicillium (24%), Trichoderma (13%) y Fusarium
(8%), siendo estos muy habituales en otros estudios de diversidad fungica. Los valores de los
analisis estadisticos obtenidos en la parcela de manejo agroecoldgico son ligeramente superiores
a los valores obtenidos en la parcela con manejo convencional, asi lo confirman los analisis
fisico-quimicos de suelo. Los resultados obtenidos fueron similares a otros estudios de
diversidad de microorganismos en suelos agricolas y naturales donde se afirma no existir
diferencia de biodiversidad en ambos sitios, sin embargo, en este estudio los analisis mostraron
que la Montafiita poseia valores ligeramente superiores al area en San Andrés, en cuanto a la

diversidad de cada area ambos sitios mostraron ser diversos en su composicién de especies.



1. INTRODUCCION.

La diversidad y el nUmero de microorganismos que se encuentran en el suelo dependen en gran
medida de la composicién y concentracion de los nutrientes exudados por las raices de las
plantas. Asi, la interaccién entre los microorganismos y los cultivos puede ser beneficiosa,
dafiina o neutral, en ocasiones esto puede variar en funcion de las condiciones del suelo. Conocer
a los microorganismos asociados al cultivo de interés es un aspecto de particular atencion para
desarrollar una agricultura ecolégica, ya que es posible favorecer la aplicacion de inoculantes

sin perjudicar el equilibrio biologico de los suelos.

En El Salvador, uno de los cultivos que ha estado presente desde la época prehispana y colonial
es el cacao, segun el Censo Agropecuario 2007/08 la superficie total nacional del cultivo de
cacao es de 450 hectéreas en todo el pais, con un déficit de produccidn ya que importa tres veces
su produccion nacional para utilizar en diversos productos, siendo retomado con el fin de

generar nuevas divisas economicas y la demanda mundial de sus productos.

Esta investigacion tuvo como objetivo principal determinar la diversidad de microorganismos
edaficos en el cultivo de cacao en el Valle de Zapotitan. Se llevd a cabo en dos sitios de
muestreo, divididos en cuatro puntos (A, B, C y D), extrayendo en cada lugar 4 muestras
compuestas durante 3 meses. En el laboratorio se procesaron en diluciones seriadas y se

incubaron de acuerdo al protocolo para bacterias y hongos correspondientes.

Los andlisis resultaron en la caracterizacion morfologica a un total de 106 cepas de hongos
microscopicos, de los cuales se identificaron 16 géneros fungicos y los méas abundantes destacan
Aspergillus (25%), Penicillium (24%) y Trichoderma (13%), ademas se caracterizaron a 129
cepas de bacterias, resultando 13 grupos bacterianos y la cepa mas abundante pertenece a la
Clase Actinobacteria o llamados actinomicetos. Los factores fisico-quimicos analizados
mostraron ser similares a otros estudios donde exponen que no influyen en la composicién de
las comunidades bacterianas y por tanto no existe diferencia significativa entre parcelas con
sistema de manejo agroecoldgico con otras parcelas con un sistema de manejo convencional. Y
los andlisis de diversidad indicaron mayor diversidad de microorganismos presentes en la finca
La Montafiita con manejo agroecolégico en comparacion con San Andrés con manejo

convencional.



I1l.  JUSTIFICACION.

El suelo es uno de los elementos principales para el desarrollo de la vida en el planeta tierra,
entre los organismos que forman parte de las cadenas troficas del suelo podemos encontrarlos
de forma macro y microscépica, entre ellos las bacterias y hongos microscopicos, plantas y
diversidad de animales, independientemente de su tamafio todos forman parte importante en el

equilibrio del mismo.

Gracias a las funciones de algunas bacterias y hongos microscopicos, las plantas pueden obtener
de una forma mas asimilable diversidad de nutrientes, dotando asi de cierta fertilidad a los

suelos, ayudando también a la riqueza y bienestar de los organismos superiores.

En términos generales se conocen los aportes de los hongos microscopicos y bacterias a los
ecosistemas como los principales agentes degradadores de la materia organica. La actividad y
diversidad de la microbiota ademas de condicionar la fertilidad del suelo, también determinan
la estabilidad y funcionamiento de los ecosistemas naturales y agroecosistemas. Son
considerados seres esenciales para garantizar los ciclos de los nutrientes mediante los
fendmenos de descomposicién de material vegetal, animal y sus funciones en los ciclos

geoquimicos.

No obstante, en nuestro pais, se carecen de estudios microbiolégicos enfocados en la
identificacion de estos seres vivos, motivo principal de este estudio en el que se llevo a cabo la
identificacion de la diversidad de microorganismos edaficos asociados al cacao, cultivo de gran
potencial econémico debido a su gran demanda nacional e internacional. Donde, ademas, se

estudid dos parcelas de manejo agronémico diferente, comparando los resultados obtenidos.



V. OBJETIVOS.

4.1. General

Determinar la diversidad de microorganismos edaficos asociados al cultivo de cacao

(Theobroma cacao L.) en el Valle de Zapotitan, La Libertad, EI Salvador.
4.2. Especificos

1. Aislar los microorganismos edéaficos presentes en el cultivo de cacao en los dos sitios de

estudio.

2. ldentificar los microorganismos edéaficos presentes en el cultivo de cacao de acuerdo al

manejo agronémico de los dos sitios de estudio.

3. Comparar la diversidad de microorganismos edaficos asociados al cultivo de cacao en

los dos sitios de estudio.



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el modelo de Agricultura Convencional, el recurso suelo es considerado simplemente como
un soporte inerte (fuente de nutrientes) para el desarrollo de las plantas, hasta el momento, no
se ha logrado comprender que este recurso tiene vida y su dindmica esta estrechamente

relacionada con los ciclos de la naturaleza y es un recurso no renovable a corto plazo.

Las condiciones econdmicas, sociales y culturales en las que se ha encontrado sumergido
nuestro territorio, sumado a los efectos del cambio climéatico y el uso desmedido de quimicos
sobre el suelo han perjudicado en gran medida las condiciones naturales del mismo. Debido a
estos mismos factores el enriquecimiento de informacién cientifica ha sido frenado en gran
medida, razon por la cual iniciar con estudios de identificacion de la diversidad es de gran
importancia para desvelar el estado en el que se encuentran nuestros suelos agricolas, que ha

sido uno de los recursos més afectados, y del cual dependemos como seres Vivos.

El andlisis del valor de importancia de las especies cobra sentido si recordamos que el objetivo
de medir la diversidad bioldgica es, ademas de aportar conocimientos a la teoria ecoldgica,
contar con parametros que nos permitan tomar decisiones o emitir recomendaciones en favor de
la conservacion de taxas o area amenazadas, 0 monitorear el efecto de las perturbaciones en el

ambiente.

Basados en modelos de ecosistemas estables nace la agricultura ecoldgica, practica en realce y
de gran impacto en los diversos &mbitos de las sociedades y de los ecosistemas modificados
antropogénicamente; en donde su base fundamental es sustituir el uso de quimicos sobre el suelo
por la utilizacion de los recursos preexistentes, tales como bacterias y hongos microscdpicos
que son controladores naturales de patdgenos, participantes activos de los ciclajes de nutrientes,

desintegradores de nutrientes, entre otros.



VI. MARCO TEORICO.
6.1. Contextualizacion del cultivo de cacao.

El cultivo de cacao se remonta a tiempos de las antiguas civilizaciones, excavaciones
arqueoldgicas han encontrado semillas en templos ceremoniales probablemente utilizadas para
fiestas o sacrificios; segun la mitologia Maya, ellos creian que Hunahp les dio el cacao después
de ser creados del maiz por la abuela Ixmucané, y desde entonces en abril celebraban para
agradecer a su dios del cacao. Con las interpretaciones de jeroglificos, analisis quimicos y
arqueo-botanicos se plantean hipdtesis sobre el inicio del uso de este fruto alla por el Formativo
inicial hasta el Clasico tardio (Garcia 2011, IICA 2017).

El cacao es un cultivo que se establece entre las latitudes 10° N y 10° S del ecuador, es decir en
las regiones mas célidas y humedas del globo, pertenece a la Familia Malvaceae y se pretende
gue su origen es Sur Americano y que fue domesticado en Mesoamérica (IICA & CATIE]
2016). Ademas, se cree que existen tres tipos de cacao segun la dominancia genética; el cacao
criollo que es el mas antiguo originario después de la dispersion desde Venezuela hacia
Mesoameérica. El cacao forastero tiene una distribucion entre la parte norte de Brasil y las
Guyanas y por ultimo el cacao trinitario que se produce del cruce espontaneo entre cacao criollo
y forastero (Quintero & Diaz 2004, Batista 2009, Garcia 2011, Dostert et al. 2012).

6.2. Produccion mundial y nacional del cacao.

En datos de IICA & CATIEJ (2016) en los altimos diez afios la produccion del cacao a nivel
mundial ha aumentado un 2% anual, pasando desde la produccion de 8, 500,000 de ha de en el
2006 hasta 10, 000,000 ha de cultivo en el afio 2013. Para el caso de América Latina y el Caribe
la superficie pasé de 1, 450,000 ha a 1, 700,00 ha del area cultivada, es decir un crecimiento
equivalente a un 17% de la superficie destinada al cacao. Sin embargo, El Salvador ha tenido
muy poco crecimiento en comparacion de los demas paises Centroamericanos, quedando solo
un lugar arriba de Belice, con una produccion de menos de 1,000 ha. Este reducido crecimiento
esta relacionado a los sectores de produccion que son principalmente cultivos de subsistencia,
no obstante, gracias a las divisas que atrae lo convierte en un impulso para el establecimiento

empresarial emergente, haciendo necesario plantear politicas y servicios de apoyo a la



cacaocultura y asi no solo ayudar a la economia familiar, sino también a la produccién como

pais.

Nuevamente en la region Centroamericana se esta apostando al cultivo del cacao debido a las
caracteristicas que posee, una de las cuales lo destaca como uno de los cacaos mas finos en
sabor, gracias a ello atrae a los gustos mas exigentes en cuanto a sabores exoticos y aromas
frutales. No obstante, pese al resurgimiento del cultivo no se satisface ni la mitad de la demanda.
Por ejemplo: El Salvador posee una demanda de 2,703.31 TM y produce s6lo 800.45 TM,
cubriendo solo 29.61% del total de demanda y el 70.39% restante lo cubre con importaciones

Centroamericanas que en su mayoria son de origen nicaragiiense (Méndez et al. 2011).

Segun registros del Banco Central de Reserva (2018) menciona que entre los afios 2000 y 2017
El Salvador paso de exportar US$2.9 millones de cacao a US$5.7 millones; produciendo un
crecimiento en volumen de 2.4% en promedio durante estos afios. No obstante, al crecimiento
econdmico, para el 2018 se cultivé una superficie de 1,123 mz de cacao, que produjeron 7,988
quintales de semilla de cacao; equivalentes a US$1, 079,178.8 en el mercado mayorista, es decir
US$ 135.1 por quintal. Sin embargo, a nivel internacional el valor por quintal nos supera por

US$ 60.1, muy superior a los precios nacionales.
6.3. Descripcion botanica.

Reino:  Plantae.

Clase: Magnoliopsida.
Orden:  Malvales.
Familia: Malvaceae.
Género:  Theobroma

Especie: Cacao

Con alrededor de 22 especies, una de las mas importantes es Theobroma cacao L., son arboles
ramificados con hojas simples y con un fruto indehiscente carnoso, esta especie comprende una
gran variedad de formas y poblaciones muy diferentes. Sin embargo, se han clasificado en tres
variables que son: criollo, forastero y trinitario. La diferencia entre los tres tipos radica en la

variabilidad genética, siendo el cacao forastero el méas variable y el cacao criollo el mejor



definido, mientras que el cacao trinitario es el resultante en el cruce de cacao criollo y forastero
definidas (Quintero & Diaz 2004, Garcia 2011, Méndez et al. 2011, Dosert et al. 2012).

6.3.1. Requerimientos del cultivo de cacao.

Con base a su origen, el cacao es una planta de estrato bajo de los bosques humedos tropicales
en donde el clima es calido y himedo durante casi todo el afio (Malespin 1982). De manera
general el cultivo de cacao desarrolla su nivel de produccién dependiendo de la expresion de
dos factores climaticos: la temperatura y la precipitacion (Cueto et al. 2007, Arvelo et al. 2016),
sin embargo, existen otros factores ambientales que se deben considerar, como son: viento,
humedad, luz, sombra, latitud, y el tipo de suelo (Malespin 1982, Paredes 2003, Quintero &
Diaz 2004).

e Temperatura: Las zonas Optimas para el cultivo presentan media anual de 25° C, 21°C
es el limite inferior y a una méxima no mayor de 30°C (Malespin 1982, Paredes 2003,
Dubo6n & Sénchez 2011, Dostert et al. 2012, Arvelo et al. 2016, 2017).

e Precipitacion: Se recomienda que sean menores entre 1800 mm/afio hasta 2500
mm/afio, precipitaciones mayores induce a enfermedades criptogdmicas tales como la
pudricion negra de la mazorca (Phytophthora palmivora), y en suelos con mal drenaje
ocasiona un bloqueo de la respiracion y absorcion de nutrimentos conduciendo
eventualmente a la muerte de la planta (Dub6n & Sanchez 2011, Dostert et al. 2012,
Arvelo et al. 2016, 2017).

e Viento: Se considera que las velocidades de viento de 1 m/seg no son perjudiciales para
el cacao, pero velocidades superiores a 4 m/seg pueden ocasionar dafios graves
(Malespin 1982, Paredes 2003, Dubdn & Sanchez 2011).

e Humedad: La humedad relativa adecuada para el cacao es aquella que se mantiene entre
70 % y 80 %. Porcentajes mayores de humedad favorece la incidencia de enfermedades
fungosas como la mazorca negra y la moniliasis, los factores que influyen en la humedad
son también el tipo de suelo y la sombra de otros arboles (Paredes 2003, Dubon &
Sanchez 2011, Arvelo et al. 2016, 2017).

e Luz: El cacao es una especie umbrofila, es decir, para su desarrollo y produccion
requiere sombra (Malespin 1982, Cueto et al. 2007, Aguirre et al. 2010, Dubén &



Sanchez 2011), y se han utilizado diversas plantas para este fin, de acuerdo a los
intereses, condiciones agroecoldgicas y socioeconémicas de cada region (Aguirre et al.
2010).

e Lasombra del cacao se agrupa en dos: La sombra temporal que es utilizada mientras
la planta llega a la altura apropiada, y la sombra permanente que es la que durara durante
toda la vida de la planta, dichos arboles deben crecer mucho mas rapido que la planta de
cacao. La mayor radiacion solar se requiere durante la floracion y el llenado de frutos,
por lo consiguiente, la regulacion de la sombra debe hacerse en forma sincronizada,
manipulando arreglos, podas y considerando los espaciamientos de los maderables, ya
que este factor influye en los porcentajes de humedad del cultivo (Paredes 2003, Aguirre
et al. 2010).

e Latitud y altitud: Segun autores como Dubon & Sanchez (2011) y Arvelo et al. (2016,
2017) la zona tropical donde se dan condiciones para el cultivo de cacao se encuentra
comprendida entre los 20° latitud norte y 20° latitud sur del ecuador. Asi mismo, en areas
cercanas al ecuador las plantaciones desarrollan y producen normalmente hasta altitudes
que llegan a 1400 msnm.

e El tipo de suelo: Desde el punto de vista fisico el suelo del cultivo de cacao requiere
suelos profundos (1.5 m), bien drenado, ricos en Nitrdgeno, Fosforo, Potasio, con textura
suelta, arcillosos agregados, franco arenoso y franco-limosos, que varian desde arcillas
pesadas muy erosionadas hasta arenas volcanicas recién formadas y limos, con pH que
oscile entre 4 y 7. (Denys 1962, Malespin 1982, Paredes 2003, Cueto et al. 2007,
Johnson & Agtiero 2008, Dubdn & Sanchez 2011, Dostert et al. 2012, Arvelo et al. 2016,
2017).

6.4. El suelo.

El suelo es un cuerpo natural y complejo, el resultado de maltiples interacciones como el tiempo,
el material parental, el clima, la vegetacion, los organismos y la topografia, este flujo de energia
es el que lo convierten en un sistema dinamico y de mucha importancia por su ubicacién entre
las capas de la tierra. Ademas, en el suelo se dan un sinfin de reacciones quimicas que tienen
una gran influencia en la formacion y en la vida del mismo y demaés habitantes (Ferrera &
Alarcon 2001, Arroyave & Correa 2009, Elizalde 2009, Narvaez et al. 2015).



El Suelo segin USDA (1998) es por mucho la parte méas diversa biol6gicamente de la Tierra.
La red alimenticia del suelo incluye escarabajos, colémbolos, caros, gusanos, arafias, hormigas,
nematodos, hongos, bacterias y otros organismos. Estos organismos mejoran la entrada vy el
almacenamiento de agua, la resistencia a la erosion, la nutricion de las plantas y la
descomposicion de la materia organica. Una amplia variedad de organismos proporciona
controles y equilibrios a la red alimentaria del suelo a través del control de la poblacién, la

movilidad y la supervivencia de una estacion a otra.

6.4.1. Formacién del suelo.

Segln Navarro & Navarro (2003) y Elizalde (2009), existen once componentes sélidos
principales de la tierra y ocho componentes liquidos que se enlazan en un gran ciclo geoldgico
que esta dividido en una fase superficial y una fase profunda. En la fase superficial se llevan a
cabo aportes de materia y energia que estan determinados por los factores como los materiales
parentales, las condiciones de relieve, condiciones del clima, caracteristicas de la biota, el
tiempo de evolucién y las actividades humanas. Sin embargo, en este gran ciclo geoldgico muy

pocos toman en cuenta las interacciones que realiza la biosfera, y por lo tanto tampoco al suelo.

En la fase superficial y profunda del ciclo geoldgico podemos diferenciar que estan formados
por ciclos o secuencias que forman parte de un todo, entre ellos se pueden mencionar: la
secuencia de meteorizacion que es dada por diversos cambios atmosféricos, hibridos y bio6ticos
en las rocas, luego tenemos al ciclo de erosién-sedimentacion en el que se da la separacion
directa de elementos o iones o el desprendimiento fisico de particulas individuales o agregados.
La dilucién se da en elementos y compuestos bastante solubles como Fe**, CaCQOs, NaCl,
contenidos del suelo, biomasa o sedimentos. Este proceso es llevado a cabo principalmente por
agua, sin embargo, en presencia de sustancia organica como los acidos acético, citrico, oxalico,

entre otros, se acelera dicho proceso (Navarro & Navarro 2003, Elizalde 2009).

El siguiente paso es el ciclo biogeoguimico en el que interactia la actividad biologia con el
suelo, las rocas y las sustancias liquidas, y aunque ocurre en ambientes terrestres y acuaticos
esta condicionado siempre por la macro y microbiota presente. Por ultimo, tenemos al ciclo

sedimentario; o también llamado litogénesis exdgena que, aunque incluye los ciclos anteriores,
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termina siendo méas complejo que los mismos, ya que se dan numerosas transformaciones y

reincorporaciones a los demas ciclos (Navarro & Navarro 2003, Elizalde 2009).

6.4.2. Componentes del suelo.

Entre los componentes del suelo podemos encontrar elementos bioticos y abioticos, los cuales
podemos dividir en fisicos, quimicos y biologicos; en los factores fisicos encontramos la textura
del suelo, infiltracion y densidad aparente del suelo y la capacidad de retencion del agua; en los
factores quimicos estan: la materia orgéanica, el pH, la conductividad eléctrica y la disponibilidad
de elementos como Fdésforo, Nitrogeno y Potasio; por ultimo encontramos los elementos
bioldgicos como bacterias, hongos, nematodos, lombrices, anélidos y artrépodos (Bautista et al.
2004, Narvéez et al. 2015).

La riqueza nutricional de los suelos esta estrechamente relacionada con el contenido de materia
organica que es aportada por los seres vivos presentes en el suelo. Cuando la materia organica
es muy escasa 0 no existe, las raices se desarrollan muy cerca de la superficie sin llegar a
profundizarse por la estructura compacta del suelo provocando un reducido crecimiento de las

plantas y mala nutricién de la misma (Denys 1962, Paredes 2003, Narvéez et al. 2015).

El contenido de materia organica depende de los residuos de las plantas, y los suelos cultivados
no son la excepcion. Sumado a estos restos se encuentran los caddveres de los microorganismos,
insectos, animales, entre otros. Al producto obtenido de la degradacion de estos restos se le
denomina humus; proceso llevado a cabo primeramente por las bacterias celuloliticas que
conducen a la simplificacion de la molécula y la formacion de glucidos sencillos; luego un
conjunto de actinomicetos y hongos inducen una ciclacion de los compuestos obtenidos, que
con el tiempo se estabilizan para estar disponibles para la absorcion de las plantas es por ello
que el humus (llustracion. 1) esta constituido por diversas sustancias como glucidos, taninos,

resinas, grasas, aceites, pigmentos, compuestos nitrogenados, etc. (Navarro & Navarro, 2003).
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lustracién 1. Mecanismo de formacion de humos. Fuente: Navarro & Navarro (2003).
6.5. Rizosfera.

La rizésfera es definida por diversos autores, entre ellos la Sociedad Colombiana de la Ciencia
del Suelo (2001), Salazar & Ordofiez (2013) y Lépez et al. (2015) como el area del suelo vecina
a las raices de las plantas, ademas es lugar donde se da la mayor actividad microbiana del suelo,
y depende en gran medida del metabolismo de la planta, por tanto, se puede encontrar una gran
cantidad de seres vivos. En otras palabras, es el producto de la transformacion de la materia
organica e inorganica bajo los efectos del clima a través del tiempo y otros factores antes
mencionados.

Segun la naturaleza del material original (materia parental) y los cambios que éste sufra por
accion del ambiente, surgen suelos con diferentes propiedades fisicas, quimicas (Dubdn &
Sanchez 2011, Lopez et al. 2015), existen también los procesos bioldgicos que actdan
simultaneamente para mejorar o empobrecer la condicion del suelo y las funciones que éste
desempefia en beneficio de las plantas que crecen en el (Aguirre et al. 2010, Franco 2009,
Salazar & Ordofiez 2013).

12



6.6. Poblacion microbiana del suelo.

La densa poblacion microbiana de la rizésfera es responsable de la descomposicion,
mineralizacion de complejos organicos, translocacion de bioproductos y minerales (Salazar &
Ordofiez 2013, Pacasa et al. 2017). Para llevar a cabo estas funciones son necesarias las
relaciones que establecen el ecosistema-planta que son de tipo interacciones especificas y son
expresadas de acuerdo a los diferentes genotipos de las especies presentes que también dependen
de la disponibilidad nutricional del suelo. Las relaciones que se establecen entre los hongos
microscopicos y bacterias son esenciales en el equilibrio ecologico del suelo porque participan
en la degradacion de nutrientes, facilitando asi el proceso de absorcion de las plantas (Higa &
Wididana 1991, Higa & Parr 1994, Franco 2009, Lépez et al. 2015).

A pesar de la importancia de los microorganismos y de sus relaciones en el suelo son pocos los
estudios del area, se estima que en el suelo existen miles de especies organizadas en poblaciones
y en comunidades, y que dichas comunidades pueden contener aproximadamente 35.000
especies de bacterias y 1500000 especies de hongos, aunque solo se han identificado entre un
8% de bacterias y un 1% de hongos (Higa & Parr 1994, Franco 2009, Swift et al. 2011, Lépez
et al. 2015, Ordofiez 2017) y segin Hawksworth (1991) y Pfenning (2012), no existe una
estimacion fidedigna del niamero total de microorganismos presentes en el suelo. En un suelo
rico en nutrientes lo adecuado es encontrar cantidades de bacterias en un rango aproximado de
10° a 108 células por gramo de suelo pesado, es decir, aproximadamente 10,000 kg/ha, que
representa un 5% de total de materia organica, para el caso de los hongos debido a su mayor
tamario, representa de un 10 a un 20% de un total de materia organica, seria al menos 10° a 10°
organismos por gramo de suelo (Calvo et al. 2008, Ortiz 2010, Salazar & Ordofiez 2013, Crespo
2013).

Entre esta diversidad de microorganismos se les ha clasificado como benéficos o perjudiciales,
de acuerdo en como afectan la calidad del suelo, el crecimiento, rendimiento y salud de las
plantas; se consideran microorganismos benéficos aquellos que son capaces de descomponer
desechos y residuos organicos, desintoxican suelos tratados con pesticidas, suprimen
enfermedades en las plantas y patdgenos transmitidos por el suelo, ademas mejoran el ciclo de
los nutrientes y producen compuestos bioactivos como: vitaminas, hormonas y enzimas que

estimulan a la planta. Por el contrario, los microorganismos que se consideran dafiinos al cultivo
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son aquellos que inducen enfermedades en las plantas, estimulan patégenos, inmovilizan
nutrientes y producen tdxicos al cultivo afectando negativamente el crecimiento y produccion.
Siguiendo esa perspectiva es necesario conocer el mecanismo de accion de los microorganismos
sobre las plantas (Higa & Wididana 1991, Franco 2009), tal como se desarrolla en este trabajo

con la relacion de la ecologia microbiana y el cultivo del cacao.

6.7. Ecologia microbiana.

Mediante estudios realizados a los microorganismos en su habitat o ambiente natural, la ecologia
microbiana ha podido reconocer multitud de funciones de gran trascendencia para la continuidad
de la vida sobre el planeta y para el desarrollo econdmico del hombre (Frioni 2006), tales como
su funcién fotosintetizante de microorganismos cloréticos y la incorporacion al suelo de
millones de toneladas de desechos organicos, cadaveres de animales, restos vegetales,
excrementos y basuras. Estos materiales son transformados por la actividad microbiana, en
moléculas simples, tales como el anhidrido carbonico y los nitratos, dos de las materias primas
de facil asimilacién por las plantas imprescindibles para la sustentacion de la vida (Ferrera &
Alarcén 2001, Frioni 2006, Mora 2006).

En general, las bacterias descomponen los sustratos de facil uso, los compuestos de carbono
simples tales como las exudaciones de las raices y los residuos frescos de las plantas. Los
desechos producidos por las bacterias se convierten en materia organica. Este desecho es menos
descomponible que el material original de plantas y animales, pero puede ser utilizado por un
gran numero de organismos. Algunos de estos ‘“descomponedores” pueden incluso,
descomponer pesticidas y agentes contaminantes en el suelo. Son especialmente importantes en
la inmovilizacion y retencion de nutrientes en sus células y, por lo tanto, previenen la pérdida

de nutrientes de la zona de las raices (Soroa et al. 2009, Montiel 2016).

Los hongos descomponen la materia organica mas resistente, reteniendo en el suelo los
nutrientes obtenidos bajo forma de biomasa y liberacion de diéxido de carbono (CO2). El
material menos resistente es descompuesto primero mientras que el material mas resistente,
como la lignina y las proteinas, es descompuesto en varias etapas. Muchos de los productos de

desecho secundario son acidos organicos, por ello los hongos ayudan a incrementar la
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acumulacion de materia organica rica en acidos humicos, resistentes a una degradacion posterior
(Soroa et al. 2009, Burgos 2014, Montiel 2016).

6.8. Relacion entre nutricion microbianay las plantas.
6.8.1. Nutricion microbiana.

La nutricion microbiana en los microorganismos se da mediante la absorcion de sustancias
quimicas que estimulan su crecimiento, nutricion, desarrollo y que ademas son empleadas en la
sintesis de sus materiales celulares y que también brindan energia, a los efectos de realizar sus
procesos metabolicos, dividirse, moverse, esporular (Frioni 2006). La célula microbiana esta
constituida por agua en su mayor parte y otra fraccién se distinguen los macroelementos: C, O,
H, N, S, O, K, Ca, Mg, Fe, que la célula toma en cantidades relativamente grandes, mientras
que los llamados micronutrientes se requieren en niveles muy bajos (Higa & Parr 1994, Montiel
2016).

La disposicién de estos elementos se encuentra en dos fuentes generales de nutrientes que son
provenientes de las rocas parentales de donde se van degradando hasta convertirse en aniones
de los que una parte son absorbidos por los coloides y otra parte esta disuelta en el suelo, pero
a pesar de esta fuente de nutrientes solo un 2% esta disponible para la planta, el otro 98% se
encuentra en los restos organicos, materiales himicos y compuestos inorganicos de dificil
solubilidad o minerales (Higa & Parr 1994, Soroa et al. 2009, Montiel 2016).

Los principales elementos utilizados para la nutricion microbiana son el Carbono, Nitrégeno y
Azufre; obtenidos de fuentes organicas e inorganicas. EI N lo obtienen desde fuentes inorganicas
reducidas como amonio (NH4") pasando por el N-organico (R-NH.), N2 (diazétrofas o fijadores
de N2), NOs". La fuente més sencilla de asimilar la constituyen las sales de amonio, ya que el N
se encuentra en el mismo estado de 6xido-reduccion que los aminoacidos. La célula emplea
energia creciente al asimilar nitratos y nitrégeno molecular. EI S puede ser nutriente como
sulfuros en general toxicos para la mayoria de los MO), S-organico (puentes sulfuro o disulfuro),
S°, formas inorganicas de S hasta sulfatos. El Fe es asimilado en estado reducido (Fe™) o en
complejos organicos (EDTA-Fe) (Montiel 2016).
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6.8.2. Nutricién vegetal.

Principalmente para Navarro & Navarro (2003) las plantas obtienen de dos formas sus
nutrientes, el dioxido de carbono proveedor de carbono y oxigeno del ambiente pasa a través de
los estomas de las hojas y el agua y demés elementos quimicos a través de las raices, no obstante,
también las hojas pueden absorber pequefias cantidades. La mayor parte de nutrientes es
absorbida por los pelos radicales de las raices de las plantas, se cree que al menos existen de
200 a 300 pelos por milimetro cuadrado de raiz, y ademas de este papel, también son los
encargados de secretar sustancias para solubilizar algunos elementos como fosfatos, carbonatos,
oxidos de hierro, ente otros (Frioni 2006, Montiel 2016).

6.8.3. El papel fundamental de los microorganismos para la nutricion vegetal.

Las exudaciones producidas en las raices de las plantas son descompuestas por las bacterias que
producen materia organica que es utilizado por otros organismos importantes en la
inmovilizacion y retencion de nutrientes en sus células, previniendo asi la perdida de nutrientes
en la zona de la raiz (Frioni 2006, Mora 2006, Soroa et al. 2009).

Uno de estos organismos son los hongos que descomponen la materia organica mas resistente
producida por las bacterias transformandolos en biomasa y liberando didxido de carbono (CO>),
otros de los compuestos transformados son la lignina y las proteinas (Ferrera & Alarcon 2001,
Frioni 2006, Mora 2006, Burgos 2014).

Otro de los papeles fundamentales de los microorganismos es la participacion en el ciclaje de
nutrientes. En el ciclo del Carbono, los hongos juegan un papel fundamental puesto que son los
organismos responsables de transformar alrededor del 80% de la celulosa que se produce y ésta
es la mayor reserva de carbono en el mundo y el polisacarido més abundante de la naturaleza.
La degradacion de la celulosa se hace por las celulasas producidas por los organismos que la
transforman a glucosa libre o a oligosacaridos. Cabrera (2000) encontré especies de
Trichoderma, Penicilliumy Clonostachy con alta actividad celulitica, también encontré especies
de Aspergillus, Fusarium, Verticillium, Beauveria, Chaetomium, Lentinus, y Poria. Algunas

bacterias como Bacillus, Clostridium, Nocardia y Streptomyces.
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El Nitroégeno es otro elemento esencial, relacionado con el crecimiento vegetal, su ausencia
provoca el descenso de la produccion de los cultivos, este elemento se encuentra disponible en
la atmosfera y mayormente en los restos vegetales; no obstante, no todos los organismos son
capaces de fijarlo y disponer de este elemento, de ahi el papel fundamental de los
microorganismos del suelo que mediante un conjunto de procesos bioquimicos lo transforman
a compuestos amonicos, nitrosos y nitricos que son asimilables por las plantas. Algunos de los
microorganismos capaces de estas funciones son algunas cianobacterias, y organismos capaces
de generar simbiosis. Organismos no simbidticos que destacan en esta funcion son
pertenecientes a los géneros Azotobacter, Azomonas, Azotococcus, Beijerinckia, Derxia,

Clostridium, Nostoc, Anabaena y Gleocapsa (Navarro & Navarro 2003).

En el ciclo del Fosforo (P) hay algunos microorganismos, principalmente hongos y bacterias,
gue son capaces de solubilizarlo mediante la acidificacion del medio liberando protones y/o
acidos organicos como citrico, oxalicos o succinicos. Cabrera (2000) encontré especies de
hongos como Penicillium, Aspergillus, Scytalidium y Paecilomyces, presentando una alta

actividad solubilizadora de Fésforo.

Para Navarro & Navarro (2003) y Frioni, (2006), las deficiencias de todos estos elementos en
la nutricion de las plantas provocan diversas enfermedades como clorosis en las hojas, retraso
de crecimiento, necrosis, baja produccion, entre otras. Y de ahi la importancia de las reacciones

y relaciones que ocurren en el suelo gracias a los microorganismos.
6.9. Hongos.

Los hongos son microorganismos eucariotas cuya forma de reproduccion puede ser sexual o
asexual, unas de las principales caracteristicas de estos microorganismos es la ausencia de
clorofila y la presencia de un compuesto polisacarido llamado quitina en su pared celular; la
ausencia de clorofila obliga a estos organismos a nutrirse de una forma diferente, para ello deben
obtener los nutrientes del ambiente que los rodea como glucosa, lactosa y galactosa, almidon y

celulosa, ademas de aprovechar la disponibilidad de Nitrégeno (Arias & Pifieros 2008).

Los hongos microscopicos poseen una estructura llamada micelio formado por hifas, en estado

latente o de reposo suelen formar las esporas que son las células reproductoras, que al
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reproducirse de forma sexual difieren en la estructura que las contiene, en cambio, al
reproducirse de manera asexual simplemente se dividen de la hifa (Agrios 2005, Arias & Pifieros
2008).

Estos microorganismos crecen en alrededor de 5-7 dias en condiciones de pH 6ptimo de 5-6, se
puede describir el crecimiento en tres fases; la fase de crecimiento no visible que consta de la
germinacién de las esporas y un crecimiento no perceptible, el crecimiento visiblemente rapido
del micelio a partir de las extremidades de las hifas, en esta fase es donde utiliza los compuestos
adquiridos por el medio ambiente y muy probablemente al finalizar esta etapa producira esporas
y la fase de disminucion de peso seco y la autolisis que produce aminoacidos, amoniaco y

compuestos de Fosforo orgéanico y Azufre (Arias & Pifieros 2008).

Autores como Arias & Pifieros (2008) y Kuhar et al. (2013) describen que el reino de los hongos

esta compuesto por cinco Phylum:

e Phylum Chitridiomycota: clasificados segun la estructura de la zoospora, con micelio
cenocitico, reproduccién sexual o asexual, sus paredes celulares estan compuestas
principalmente por quitina y glucano.

e Phylum Zigomycota: micelio cenocitico, zigosporas sexuales contenidas en un
zigosporangio, pared celular compuesta por quitina, quitosano y acido poligalacturénico.

e Phylum Ascomycota: hifas septadas con un poro a ambos lados, un ascosporangio
contienes sus ascosporas que provienen ascas, con paredes compuestas por quitina.

e Phylum Basidiomycota: hifas septadas, con basidiosporas producidas por basidios.

e Hongos mitospdricos: conocidos como hongos imperfectos o Deuteromycetes,
caracterizados por la ausencia de la fase sexual, reproduciéndose por division nuclear

mitética.

Organismos parecidos a los hongos son los del Phylum Oomycota, Reino Straminipila o
Heterokonta, patdgenos de plantas con paredes compuestas por glucano con nucleo diploide a
diferencia de los hongos que es haploide, ademas de la composicion de las membranas que en
los hongos es de ergosterol y de los Oomycetes son de esteroles de plantas (Agrios 2005, Arias
& Pifieros 2008, Kuhar et al. 2013).
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6.9.1. Hongos del suelo.

A los hongos microscépicos presentes en el suelo se le puede dividir también en especies que
son saprofitas y simbidticas. Se considera hongos saprofitos a los que obtienen sus nutrientes a
partir de los restos vegetales y animales, con la descomposicion de esta materia organica estos
organismos aportan grandes cantidades de CO2 a la atmdsfera y colaboran al reciclaje de
nutrientes que son esenciales para el suelo y las plantas (Heredia & Arias 2008, Faggioli &
Cabello 2014, Burgos 2014, Cruz 2015).

Las especies de hongos simbidticos, considerados asi por su forma de vida, confieren resistencia
a las plantas de otros organismos patdgenos, dichos organismos también reciben el nombre de
Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) u hongos endomicorrizicos (Ferrera & Alarcén
2001, Romén 2003, Hogg 2005, Heredia & Arias 2008, Franco 2009, Dominguez et al. 2013,
Montiel 2016).

Una forma de actuar de los HMA es explicada por Brundrett & Kendrick (1989), Barrer (2009),
Dominguez et al. (2013) y Montiel (2016) mediante el mecanismo de accion del efecto
rizosférico (llustracion 2): primero ocurre la germinacion de esporas del hongo para luego
colonizar las células corticales de la planta huésped, posteriormente ocurre una invaginacion del
plasmalema que termina en vesiculas de almacenamiento de lipidos dentro de las células. Es asi
como produce una estructura ramificada en donde el hongo extiende su micelio conectando el

suelo rizosférico con el suelo no rizosférico.

El hongo coloniza biotroficamente la corteza de la raiz, sin causarle dafio a la planta formando

parte fisioldgica y morfolégicamente de la misma, logrando asi incrementar la superficie de
absorcioén de la radicula, también, permite la proteccion frente estrés bidtico y abidtico. Se ha
demostrado que este tipo de simbiosis hace que las plantas puedan obtener elementos como
Fésforo, Cobre y Zinc (Brundrett & Kendrick 1989, Harrison 1997, Ferrera & Alarcon 2001,
Roman 2003, Barrer 2009, Franco 2009, Dominguez et al. 2013, Montiel 2016).
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lustracién 2. Mecanismo de accion de hongos en las raices de las plantas, notese la

formacion de vesiculas y mecanismos Arbusculares dentro de la célula. Fuente: Barrer (2009).

Ademas del mecanismo de accion de los HMA, Barrer (2009), Fajardo et al. (2011) y Montiel
(2016) también resaltan el papel que juegan en la remediacion de suelos perturbados, y la
informacidn que aportan acerca del estado de resiliencia de los ecosistemas y de los avances en

la vegetacion.

Estudios como el de Ortiz (2010), han logrado identificar una gran abundancia de hongos
lignoliticos y con actividad peroxidasa en suelos agricolas los cuales se agrupan en 9 géneros
diferentes: Aspergillus spp., Verticillium spp., Fusarium spp., Mortierella spp., Penicillium spp.,
Cladosporium spp., Memnoniella spp., Humicola spp. y Trichoderma spp. Ademas, estos

organismos son capaces de hidrolizar la celulosa y la hemicelulosa (Uribe & Melgarejo 2012).

Algunos hongos fitopatdgenos corresponden a los géneros como Alternaria spp, Fusarium spp.,
Rhizoctonia spp. y Colletotrichum spp., ellos producen diversas enfermedades como marchitez
en las hojas, disminucion de la produccion, mala calidad de la cosecha, entre otros (Reyes et al.
2015).
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6.9.2. Descripcion de géneros fungicos con importancia agricola.

Género: Aureobasidium.

Tiene distribucion mundial, mas comun en zonas templadas del planeta y se aisla
frecuentemente del suelo, hojas y madera de los arboles. Género de amplia distribucion,
considerado un saprofito de gran importancia en el ciclaje de nutrientes (Iza & Diaz 2017,
INSPQ 2019d).

Género: Acremonium

El género Acremonium tiene una distribucion mundial: se encuentra cominmente en el suelo y
en el material vegetal muerto, asi como en el heno y los hongos en descomposicion; algunas
especies también se pueden encontrar en los productos alimenticios. Muchas especies de
Acremonium son principalmente saprofitas y no patdgenas. Sin embargo, ciertas especies son

patdgenas para las plantas y los humanos. (Arias & Pifieros 2008, INSPQ 2019e).

Género: Alternaria

El género Alternaria abarca cientos de especies. La mayoria son saprofitas, encontrandose en el
suelo, material en descomposicion y aire. Como patdégeno reducen el rendimiento de las
cosechas o afectan a los vegetales almacenados. Es necesaria una identificacion precisa de las
especies porque cada nombre entrafia un conjunto de caracteristicas (preferencias para el
crecimiento, patogenicidad, produccion de metabolitos secundarios) que permiten predecir el

comportamiento del hongo (Rivas & Muhlauser 2014).

Género: Aspergillus

El género Aspergillus juega un papel importante en el ciclo del carbono en el suelo ya que
desdoblan el almidén, ademas de participar en la descomposicién de la celulosa, la hemicelulosa
y la quitina; ademas participa en el ciclo del fosforo, degradando compuestos carbonados y
nitrogenados del suelo, y liberan el fésforo como fosfato asimilable para las plantas (Castellanos
et al. 2006). Sin embargo, es denominado junto a otros géneros como “patdégenos flingicos”,
representan una amenaza comun tanto para la produccion agricola como para la salud de las

personas sanas o inmunodeficientes. Pueden causar enormes pérdidas econdmicas en la
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agricultura y perdidas alimenticias por deterioro, también producen la inhibicion de la
germinacion junto con cambios de color, calentamiento, amohosado, apelmazado y finalmente
podredumbre de las semillas (Carrillo 2003, De Lucca 2007).

Género: Beauveria

B. bassiana, es uno de los patdégenos mas importantes que afectan los insectos. Es comun
encontrarlo en restos de insectos o bien en insectos que quedan adheridos a las hojas de la planta.
Es un parésito facultativo, esto es que puede crecer tanto en su hospedante como sobre medios
artificiales. En condiciones favorables para el entomopatdgeno se desarrolla micelio,
conidioforos y conidias sobre la cuticula del insecto, proporcionando otra fuente de in6culo para
afectar otros individuos (Castillo et al. 2012, Damas 2012).

Género: Curvularia

El género Curvularia agrupa un gran nimero de especies capaces de ser patdégenos facultativos
de las plantas y del suelo. Pueden causar diferentes tipos de dafios en hojas, tallos, flores y
semillas, que abarcan desde pequefias manchas hasta lesiones de mayor tamafio. Estas
afectaciones abarcan un gran numero de cultivos, muchos de ellos de gran importancia

econdmica (Estrada & Sandoval 2004).

Género: Chaetomium

Chaetomium es una especie flngica comdn, con una distribucién mundial omnipresente y esta
muy extendida en el suelo y en los materiales vegetales en descomposicion, pero las
concentraciones de esporas en el aire exterior no son muy altas. En los sitios de interior, estos
hongos viven en la celulosa, y se encuentran en la madera, el compost, las ldminas de roca, la
paja y materiales similares. También es conocido como un hongo de podredumbre blanda para
madera blanda y dura (INSPQ 2019a).

Género: Cladosporium

Son mohos dematiaceos, ampliamente prevalentes en el aire exterior y en material organico en
descomposicion; Estos hongos se encuentran frecuentemente como contaminantes en los

alimentos. Este género comprende especies comunes saprofitas, fitopatogenas y patogenas
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humanas. Los miembros sapréfitos comunes de Cladosporium se encuentran en muchos tipos
diferentes de suelo, asi como en todo tipo de senescencia y materia vegetal muerta; También se

sabe que algunas especies crecen en materiales de construccion humedos (Iza & Diaz 2017).

Género: Fusarium

El género tiene distribucion mundial, varias de sus especies son fitopatdgenas e infectan una
amplia gama de cultivos, por lo que es un problema agricola importante debido a que reduce la
calidad y el rendimiento, y mas importante por producir micotoxinas responsables de
enfermedades graves en los seres humanos y animales (Carrillo 2003, Leyva et al. 2017). Es un
patdgeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en materia organica y a la vez tiene la

capacidad de atacar la planta cuando ésta tiene algun tipo de desbalance (Retana et al. 2018).

Género: Gliocladium

Entre las especies de Gliocladium que se han caracterizado por ser potentes agentes de control
bioldgico, se destacan dos registrados como biofungicidas comerciales: G. catenulatum y G.
virens. Otros estudios han demostrado su potencial como agente inhibidor del crecimiento de
patdgenos asociados a leguminosas (garbanzos, lentejas y frijol negro), entre los que se
mencionan Alternaria alternata, Chaetomium spp., Penicillium citrinum, Aspergillus niger, A.
flavus, Rhizopus nigricans y Fusarium oxysporum. G. virens inhibe de manera significativa el

crecimiento radial de dichos hongos patdgenos (Castillo et al. 2015).

Género: Paecilomyces

Este hongo es el enemigo natural de muchas plagas que pertenecen a los érdenes Hemiptero y
homdptera, dentro de los que se encuentran las moscas blancas Trialeurodes y Bemisia. También
tiene efecto contra dipteros y lepidopteros (Chan 2009, Iza & Diaz 2017).

Género: Penicillium

El potencial solubilizador de Penicilium lo vuelve un hongo de suma importancia para la
fertilizacion de fosforo en los suelos, cuya capacidad reside en excrecion de acidos organicos,
como los &cidos formicos, acético, propidnico, lactico, fumarico, entre otros que ayudan a

solubilizar los fosfatos inorganicos y las enzimas como fosfatasas y nucleasas que liberan el
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Fosforo de la materia orgénica proporcionando asi este elemento a la planta (Nistez & Acevedo
2005)

Una de las caracteristicas significativas de este género, es la produccién de metabolitos
secundarios entre ellos acido penicilico, ocratoxina A, cicloclorotina, entre otros, cabe
mencionar que la produccién de estos metabolitos es con el fin de competir por el sustrato ante
situaciones adversas, siendo muchos de ellos dafiinos a la salud de las plantas y dificilmente
posible inactivarlas (Carrillo 2003, Allende et al. 2013).

Género: Phytophthora

Las especies del género Phytophthora son patégenos hemibiotréficos de gran importancia en
cultivos agricolas y forestales ya que causan grandes pérdidas econémicas en un amplio rango
de especies vegetales en el mundo. La pudricion negra de la mazorca es una de las enfermedades
mas devastadoras causada por varias especies ocasionadas al cultivo de cacao (Fernandez et al.
2018). Es un patdgeno que habita el suelo capaz de ocasionar diferentes enfermedades en los
hospederos tales como pudricion en raices y frutos, marchitamiento de la planta en general, esto
ocasiona pérdidas a escala mundial debido a la reduccién de produccion del cultivo afectado
(Mendoza M. 2015, Pabdn & Castafio 2015).

Género: Pythium

El género Pythium incluye especies ubicuas que ocupan variados nichos ecoldgicos. La mayoria
de éstas se comportan como saprotrofas en varios tipos de suelos y en ambientes acuaticos como
lagos y canales, o sistemas de irrigacién; otras son importantes patdgenos de plantas: altamente
patégenos o de mediana patogenicidad, causando enfermedades, reduciendo los rendimientos y
su calidad. Infectan principalmente almécigos de diferentes cultivos provocando muerte de
semillas y plantulas en pre y post emergencia por afectar al embridn, hipocétile y radicula. En
plantas herbaceas y adultas causan menor crecimiento, sintomas de deficiencia de nutrientes y
reduccidon del rendimiento, por disminuir la biomasa radicular debido a la destruccion de raices

de absorcion y pelos radicales (Palmucci 2015).
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Género: Trichoderma

Martinez et al. (2013) registran la capacidad antagonica y estimulante de las cepas de
Trichoderma aisladas en cada area; entre las caracteristicas hacia los patdgenos, cabe destacar
la produccion de antibidticos, micoparasitismo, desactivacion de enzimas de patdgenas. Ademas
de acelerar el desarrollo de las raices en las plantas huésped, induciéndoles resistencia al estrés
generado por el medio ambiente que la rodea, facilita la solubilizacion y absorcion de nutrientes,
lo que colabora en gran medida al crecimiento vegetal (Argumedo et al. 2009, Infante et al.
2009).

6.10. Bacterias.

Las bacterias son organismos unicelulares procariontes, carente de nucleo por lo que su ADN
se encuentra disperso en el citoplasma, con ausencia de organelos como mitocondrias,
cloroplastos o aparato de Golgi. No obstante, su sencilla organizacién cuenta con una capa de
polisacaridos que forman su pared celular que le brinda rigidez y proteccion, ademas, son
capaces de sobrevivir a ambientes hostiles gracias a la formacion de endosporas. Se reproducen
asexualmente por medio de division celular denominada fision binaria, que produce copias
genéticamente idénticas a la célula original. En condiciones ideales, algunas bacterias se
duplican en cuestion de minutos por lo que podrian en principio, dar origen a una poblacion de

millones de bacterias en poco tiempo (Junco & Rodriguez 2001, Frioni 2006).

El crecimiento microbiano puede estar influido por una variedad de factores, tanto fisicos como
nutricionales. Los factores fisicos incluyen: pH, la temperatura, concentracion de oxigeno y la
humedad. Los factores nutricionales comprenden: la disponibilidad de carbono, nitrégeno,
azufre, fésforo y otros minerales, y en algunos casos vitaminas (Higa & Wididana 1991, Junco
& Rodriguez 2001, Ramos & Zufiga 2008, Eilers et al. 2012, Ordofiez 2017).

La acidez o alcalinidad de un medio es expresada en términos de pH, los microorganismos tienen
un pH éptimo en el cual se obtiene el mejor crecimiento. Las bacterias son clasificadas como
acidofilas, neutrofilas y alcalinéfilas de acuerdo con las condiciones de acidez o alcalinidad que
ellas puedan tolerar. Las acidofilas se desarrollan en un rango que va desde pH 0.0 hasta 5.4.
Las neutrofilas crecen en un rango de pH 5.4 hasta 8.5; incluyéndose en este grupo a la mayoria
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de bacterias que causan enfermedades en el hombre. Las alcalinofilas se desarrollan entre un pH
7.0 hasta 11.5 (Junco & Rodriguez 2001, Eilers et al. 2012, Ordofiez 2017).

La mayoria de las bacterias se desarrollan a un rango de temperatura por encima de 30 °C, pero
las temperaturas minimas y maximas varian considerablemente para las especies. Las bacterias
pueden ser clasificadas de acuerdo con el rango de temperatura al cual se desarrollan: psicrofilas
15-20 °C, mesofilas 30-37 °C y termdfilas 50 y 60 °C; y a su vez subclasificadas como obligadas
o facultativas. Obligada significa que el organismo debe tener las condiciones ambientales
especificas, y facultativa que el organismo es capaz de tolerar las condiciones ambientales, pero
puede desarrollarse, ademas, en otro ambiente. Y las bacterias, especialmente las heterotrofas,
pueden ser divididas en aerobias que requieren oxigeno para crecer, y anaerobias, las cuales no
lo requieren (Ramos & Zufiga 2008, Ordofiez 2017).

6.10.1. Las bacterias en el suelo.

Asi como los hongos establecen una simbiosis con las raices de las plantas también existe un
grupo de bacterias endofitas que colonizan diferentes compartimientos de las plantas como lo
son el apoplasto, los espacios intracelulares y los vasos del xilema. Estas bacterias estimulan el
crecimiento de las plantas gracias a la movilizacion de nutrientes. Ademas, producen
reguladores de crecimiento vegetal, protegen de fitopatdgenos y colaboran a mejorar la
estructura del suelo (Ferrera & Alarcon 2001, Jaizme & Rodriguez 2008, Franco 2009, Soler et
al. 2012, Pérez & Chamorro 2013, Porcel 2017).

También, se ha demostrado que las bacterias juegan un papel importante en la biorremediacién
del suelo a través de tres mecanismos, el incremento de la superficie de la raiz y la produccion
de pelos radiculares, el incremento de la disponibilidad de los metales y el incremento de la
transferencia de metales solubles de la rizésfera hasta la planta (Pérez & Chamorro 2013).
Ejemplo de este proceso son las bacterias Gram negativas por medio de los transportadores ABC
y la proteina TonB secretan siderdforos y eliminan los complejos de sideréforos de Fe (1) luego
estos estan disponibles para ser absorbidos por los pelos radicales de las plantas (Aguado et al.
2012, Sessitsch et al. 2013). Es asi como las bacterias juegan un papel muy importante desde la

descomposicion, trasporte y absorcion de nutrientes para el desarrollo de las plantas.
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Ademas, Azospirillum spp. es uno de los géneros mas estudiados como promotores de
crecimiento vegetal gracias a la produccion de fitohormonas como el Acido Indol Acético este
microorganismo logra aumentar el desarrollo radicular de las plantas para una mejor absorcion
de nutrientes (Soler et al. 2012, Prado 2013).

Pseudomonas son solubilizadoras del fosforo presente en los herbicidas con base de glifosfato
(Martinez N. et al. 2012, Pérez & Chamorro 2013), ademés producen metabolitos bioactivos
fitoestimulantes y también producen metabolitos tdxicos que actian como biopesticidas.

Bacillus spp., son los méas abundantes en la rizésfera y son productoras de fitohormonas,
solubilizan y movilizan el fésforo, inhiben la sintesis de etileno en las plantas e inducen la
resistencia sistémica de patdgenos (Porcel 2017, Kumar et al. 2017). Estos géneros de bacterias
que coloniza la rizésfera, son conocidas por la produccion de fitohormonas que ayudan al
crecimiento vegetal, influyen inhibiendo indirectamente los agentes patégenos y que ademas las
enzimas liticas actan como biocontroladores; una de las fitohormonas mas conocida es el Acido
Indol Acético: responsable de la division, expansién y diferenciacion de las células (Soler et al.
2012, Pérez & Chamorro 2013).

Cabe mencionar que tambiéen participan en el ciclo del Nitrogeno, elemento importante en la
composicion de proteinas, material genético, clorofila, entre otros (Cubillos 2009), gracias a
procesos enzimaticos de Oxido-reduccion estos microorganismos disponen a las plantas y al
suelo de Nitrogeno asimilable, debido a las implicaciones funcionales o fisioldgicas, se puede
decir que estos organismos pueden ser “fijadores de Nitrogeno, proteolitocos, amonificantes,
nitrificantes y desnitrificantes”. Entre los géneros de bacterias edaficas que destacan podemos
encontrar Nitrosomas spp., Nitrosococcus spp., Nitrosospira spp., Nitrobater spp., Nitrospira
spp., Citrobacter, Comamonadaceae, Enterobacter, Klebsiella, Microvirgula, Pantoea, entre
otros (Cubillos 2009, Gonzalez S. 2012).

Otro de los grupos mas importantes de bacterias que podemos encontrar en el suelo son los
actinomicetos: bacterias Gram positivas, caracterizados por formar filamentos ramificados
como los hongos, se pueden identificar en las placas debido a su apariencia seca, su olor a suelo
himedo debido a la produccion del metabolito llamado geosmina. Su gran importancia radica

en la diversidad de sus productos: antibiéticos, antifungicos, enzimas, inhibidores enzimaticos,
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pesticidas, sustancias promotoras de crecimiento vegetal, entre otros. Se cree que
aproximadamente un 20-60% de la microbiota del suelo esta formada por géneros del orden de
los Actinomycetales (Soler et al. 2012, Martinez et al. 2017, Parada et al. 2017). Un estudio
realizado por Davila et al. (2013) demostr6 que los actinomicetos son bio-controladores de
patégenos como Alternaria spp, Rhizoctonia spp. (Diaz et al. 2018), Fusarium spp. y
Colletotrichum spp (Salazar & Ordofiez 2013, Pérez & Chamorro 2013, Reyes et al. 2015).

Entre los géneros que mé&s destacan de los actinomicetos son: Streptomyces spp.,
Micromonospora spp., Actinomadura spp., Streptoverticillium spp., Actinoplanes spp.,
Nocardia spp., Saccharopolyspora spp. y Streptosporagium spp (Franco 2009, Reyes et al.
2015, Evangelista & Moreno 2007).

Streptomyces posee mayores estudios por la produccion de metabolitos secundarios, que
cumplen ademas funciones particulares relacionadas con la interaccion bacteria-planta-

ambiente y como sustancias toxicas y sefializadoras (Pérez & Chamorro 2013).
6.10.2. Descripcién de familias bacterianas con importancia agricola.

Familia: Bacillaceae

El género Bacillus spp. esta asociado al control de enfermedades fangicas en las plantas
causadas por Fusarium spp. (Rojas et al. 2011), ademas de producir cierta sustancia nociva para

insectos.

Estudios como el de Borriss (2011) y Swain & Ray (2006) asocian a bacterias de esta familia
con el grupo de rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPRs), ademas, se les asocia como
controladores bioldgicos (Iza & Diaz 2017).

Familia: Lactobacillaceae

En 1986 se registra la primera aplicacion de probidticos para mejorar la calidad del agua y tratar
infecciones bacterianas, Martinez C. et al. (2012) mencionan que bacterias de la familia
Lactobacillaceae pueden mejorar la digestibidad de nutrientes, aumentar la resistencia al estrés

y estimular la reproduccion de las plantas.
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Familia: Enterobacteriaceae

Algunos de estos géneros estan relacionados con enfermedades humanas, pudiendo también
causar enfermedades en los vegetales; pueden causar pudricion de tejidos que llevan a perdidas
en la produccién de vegetales (Mendoza L. 2014, Iza & Diaz 2017).

Familia: Pseudomonadaceae

Estudios como los de Akintui et al. (2015) afirman demostrar la capacidad de este género en
degradar el herbicida conocido como 2,4 Diclorofenoxiacetico utilizado en la agricultura como
controlador de maleza en los cultivos, responsable también de influenciar negativamente en la

biodiversidad del suelo.
Familia: Actinomycetaceae

Esta familia de bacterias ha sido explotada durante mucho tiempo debido a la produccion de
metabolitos secundarios bioactivos que incluyen gran cantidad de antibi6ticos microbianos para
el control de fitopatogenos (lza & Diaz 2017, Hemant & Bhushan 2011).

Familia: Streptomycetaceae

El grupo de las Actinobacterias, incluye a la familia de los Streptomicetos que son
microorganismos rizosféricos ampliamente distribuido en los ecosistemas naturales, participan
en la degradacién y mineralizacion de una gran cantidad de compuestos bioactivos de auxinas
y giberelinas, por lo que son catalogadas como promotores del crecimiento vegetal (PGP)
(Condori et al. 2019)

6.11. Importancia de la agroecologia.

La sostenibilidad agricola ha cobrado especial interés en los ultimos afos, ya que este tipo de
manejo de los agroecosistemas repercute en beneficios para el hombre, asi como para el balance
ecologico y agroecoldgico. Gran parte de la productividad de los cultivos esta determinada por
la fertilidad del suelo, que puede ser evaluada con base en sus caracteristicas fisicas (densidad,
estructura, porosidad, etc.), quimicas (actividad de las arcillas, potenciales de 6xido-reduccion,
materia organica, etc.) y biologicas (microorganismos que conforman la microflora y

microfauna, ademas de la meso y macrofauna) (Restrepo et al. 2000).
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Las interacciones que se derivan de estas tres caracteristicas producen cambios significativos
en los ciclos biogeoquimicos del suelo y en la disponibilidad de nutrimientos para las plantas.
De esta forma y con base en el manejo de los diversos elementos que componen a los sistemas
agricolas, es posible generar agroecosistemas sostenibles cuyo flujo de energia (entrada y salida)
sea balanceado, lo que permite que la funcionalidad del agroecosistema se autorregule y que
requiera cada vez menos la aplicacion de insumos energéticos (fertilizantes y otros

agroquimicos) (Restrepo et al. 2000, Ferrera & Alarcon 2001).

Una estrategia para regular permanentemente las actividades nocivas que empeoran el estado
actual del suelo, es el uso de instrumentos como politicas pablicas que limiten el uso de agentes
toxicos y promuevan la agricultura organica. EI Movimiento Agroecoldgico Latinoamericano
(MAELA) lo define como “cambiar a una vision que conjugue aspectos sociales, ambientales,
econdmicos y culturales que se transforme en un elemento indispensable para un modelo de
desarrollo sustentable” (Ferrera & Alarcén 2001, Arroyave & Correa 2009, ICCA 2017).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura en su documento
Politicas Publicas a favor de la Agroecologia en America Latina y el Caribe (2017), establece
algunas regulaciones que conducirian a una agroecologia, entre ellos destacan una regulacion
ambiental, reduccion y uso de plaguicidas, regulacion de la agrobiodiversidad y de los
organismos genéticamente mejorados Yy la regulacion del uso de la tierra. Ademas, propone un
programa de incentivos para que las personas practiquen actividades amigables con el medio
ambiente. En la sostenibilidad agricola es de gran importancia tomar en cuenta el rol que
desempefian los microorganismos que habitan en él, a partir del funcionamiento equilibrado de

los ecosistemas.

Para apoyar esta iniciativa se hacen necesarios estudios que identifiquen la presencia de agentes

ecoldgicos que colaboren a la implementacion de sistemas agricolas ecolégicos.
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VIl. METODOLOGIA.
7.1. Descripcion del sitio de estudio

Este estudio se llevé a cabo en dos sitios de muestreo de El Valle de Zapotitan, situado en el
plano alto occidental entre el Lago de Coatepeque y el Volcan de San Salvador, el area esta
formada por una parte del municipio del Congo del departamento de Santa Ana; parte de los
municipios de lzalco, San Julian y Armenia del departamento de Sonsonate y parte de los
municipios de Ciudad Arce, San Juan Opico, Colon y Sacacoyo del departamento de la Libertad.
El Valle de Zapotitan, (llustracion 3) cuenta con una elevacion de 460 msnm, con promedios de
precipitacion anual de 1695 mm, lluvias regulares entre los meses de mayo a octubre, con
méaximas en julio. La temperatura de esta area varia entre los 22.3 a 25.5 °C y de 30 a 34.5 °C
(OEA & CONAPLAN 1974, SNET 2010, MARN 2015).

Fuente: Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales (MARN) y Centro Nacional de Registros (CNR) (2005) Elaborado por: Carlos Alberto Amaya (2020)

lHustracion 3. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo. (A) Parcela experimental San
Andrés del CENTA. (B) Finca privada “La Montaiiita”. Elaborado en ArcGis, junio 2020 por
Carlos Amaya.
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7.2.Fase de campo
7.2.1. Disefio de muestreo

El estudio constd de dos fases: fase de campo y fase de laboratorio. En la fase de campo se
tomaron cuatro muestras compuestas de cada sitio de muestreo por mes, haciendo un total de 24
muestras compuestas tomadas durante la investigacion. En la fase de laboratorio ejecutada
posterior a cada extraccion, se procesaron las muestras en el Laboratorio de Microbiologia
Agricola del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez
Cordova” CENTA, ubicado en el Km 33 %%, carretera a Santa Ana, municipio de Ciudad Arce,

departamento de La Libertad.

7.2.2. Duracién de la fase de campo

La fase de campo tuvo una duracién de 3 meses, comprendido entre los meses de agosto a
octubre de 2019, durante este periodo se realizaron tres muestreos en cada sitio, llevandose a
cabo la extraccion de muestras compuestas, las cuales fueron trasladadas al Laboratorio de

Microbiologia Agricola para procesarlas.

7.2.3. Parcelas

Los dos sitios de muestreo se ubican en el Valle de Zapotitan, la parcela experimental de San
Andrés del CENTA, en el municipio de Ciudad Arce con coordenadas: latitud 13,805604 y
longitud -89,398726, con un area de 2 manzana de cultivo; la segunda parcela ubicada en el
municipio de Sacacoyo, en la finca privada “La Montafita”, con coordenadas: latitud 13.774502
y longitud -89.440354, con un area delimitada de 2 manzanas. Ambas parcelas separadas por

una distancia de 5.5 Km.

7.2.4. Extraccion de la muestra.

Como parte del protocolo de inocuidad y previo a la extraccién, fue importante tomar en cuenta
la desinfeccion de las herramientas con alcohol al 70 % (pala, barreno y cubeta), los demas
materiales: bolsas y guantes, fueron desechables (Mckean 1993, Latorre 2007, Calvo et al.
2008).
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En los dos sitios de muestreo se establecieron cuatro puntos: A, B, C y D. Siguiendo el método
de Schweizer (2011) de cada punto se extrajeron 10 submuestras al azar trazando un patrén en
zig-zag (llustracion 4), haciendo un total de 40 submuestras por sitio de muestreo. De cada punto
las submuestras fueron homogenizadas para obtener una muestra compuesta de
aproximadamente 1 Lb, al finalizar fueron transportadas las cuatro muestras compuestas de cada

sitio de muestreo en una hielera para su andlisis en el laboratorio de Microbiologia Agricola.

Tt wl
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llustracion 4. Esquema representativo de los puntos de muestreo tomados al azar en forma de
zig-zag. Tomado de Schweizer (2011).

En la ilustracién 5 se muestra el proceso para la extraccion de cada submuestra, donde se
introdujo el barreno a 50 cm de la planta de cacao a una profundidad de 20-30 cm como lo indica
MINAM (2014) y se muestran los parametros en la Tabla 1. Luego se coloc6 la submuestra en
una bolsa plastica, proceso para la extraccion de las 10 submuestras que al finalizar fueron
mezcladas homogéneamente (llustracion 6) y de ahi se extrajo alrededor de una libra para formar
la muestra compuesta. Las cuatro muestras compuestas de cada sitio fueron transportadas en
una hielera al laboratorio (Mckean 1993, Latorre 2007, CENTA 2005, Calvo et al. 2008,
Schweizer 2011, Salazar & Ordofiez 2013, Mendoza & Espinoza 2017).
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Barreno

lHustracion 5. Ejemplo de toma de sub-muestra en punto de muestreo segun el Manual de
MINAM (2014).

Tabla 1. Profundidad de toma de muestra segun uso de suelo segin el Manual de MINAM
(2014).

Usos del suelo Profundidad del muestreo (capas)
Suelo agricola 0-30cm (1)
30-60cm
Suelo Residencial / Parques 0-10cm (2)
10-30cm (3)
Suelo Comercial / Industrial / 0-10cm (2)
Extractivo

1) Profundidad de aradura.
2) Capa de contacto oral o dermal de contaminantes.

3) Profundidad méaxima alcanzable por nifios.
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llustracién 6. Proceso de extraccion de las submuestras: (A) Seleccion del arbol, (B)
Limpieza del area, (C) Obtencidn de la muestra, (D) Mezcla y homogenizacion. Fuente:

fotografias del autor.

7.2.5. Temperatura del ambiente.

Se registraron las temperaturas del ambiente en cada sitio de muestreo, colocando durante cinco

minutos un termdémetro portéatil en el area cercana de donde se extrajo la muestra.

llustracion 7. Toma de temperatura del ambiente en los sitios de muestreo. Fuente:

fotografias del autor.
7.3. Fase de laboratorio.

Después de trasladar las muestras al laboratorio, se realizaron las diferentes mediciones de los
parametros fisicos-quimicos de las muestras y fueron analizadas con técnicas microbiologicas
para determinar la presencia de microorganismos bacterianos y fungicos que luego fueron

aislados, identificados y preservados de cada uno de los sitios de muestreo.
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7.3.1. Registro de parametros fisico-quimicos.

Con motivo de sustentar los resultados, fueron medidos algunos parametros fisico-quimicos de

las muestras de suelo obtenidas.
Determinacion de pH.

Para determinar el pH se pesaron 10 gramos de suelo de cada punto de muestreo y cada uno se
diluyeron en 50 mL de agua destilada, luego se agit6 por 5 minutos a 225 rpm en el agitador de
plataforma orbital para Erlenmeyer, luego se determiné el pH con el potenciometro medidor de
PH THERMO SCIENTIFIC ORION STAR A211 (llustracién 8) (Mckean 1993, Latorre 2007,
Calvo et al. 2008).

llustracidon 8. Pasos para determinacion de pH de cada punto de muestreo. Fuente: fotografias

del autor.
La Humedad.

Para determinar la Humedad de la muestra se pesaron 10 gramos de suelo fresco en placas Petri,
que luego se llevaron a la estufa MMM GROUP STERILICELL (llustracion 9) a 105° por 24
horas. Finalizado el tiempo de evaporacion del agua en la muestra, se pesé nuevamente la placa
con el suelo seco y se determind el porcentaje de Humedad de cada sitio de muestreo con la
ayuda de la formula de Porcentaje de Humedad (Mckean 1993, Latorre 2007, Calvo et al. 2008).
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lustracion 9. Pasos para determinar Humedad de muestras. Fuente: fotografias del autor.

Férmula de Porcentaje de Humedad:

Ww -Ws a 105 °C

W(%):( Ws a105°C

) x 100

Donde:

W: contenido de humedad expresado en porcentaje.

Ww: peso del agua existente en la masa de suelo.

Ws: peso de las particulas solidas.

Wag: masa del agua.

Ejemplo: para el caso del primer muestreo en San Andrés en el punto A los resultados fueron:
Ww= 10gramos

Ws=6.81 gramos

10-6.81

Entonces: W (%) = (W

) x 100= 46.84%

Textura.

La textura del suelo se determind mediante la Prueba de manipulacion segun la FAO (2009) y
con apoyo de la Guia resumen (Anexo 3) presentado por Frioni (2016) siguiendo los pasos:

Como se muestra en la llustracién 10, tomando con la mano una pequefia porcion de suelo se
humedeci6 poco a poco con una piseta (A) hasta formar una bolita (B), la cual si al dejarse caer
se desmoronaba representaba la cantidad de arena en la muestra, el siguiente paso fue determinar
un suelo franco-arenoso formando un cilindro (C) y un semicirculo (D). El Gltimo paso consistio

en formar un circulo completo (E) que dejaba en evidencia la cantidad de arcilla en el suelo.
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lustracién 10. Pasos para determinar textura de suelo. A: suelo humedecido, B: formacién de
bolita, C: formacion de cilindro, D: formacién de V, D1: V partida, E: formacion de circulo, F:

circulo entero, F1: circulo partido. Fuente: fotografias del autor.

7.3.2. Diluciones.

Por cada punto de muestreo, se pesaron 10 gramos de suelo y se diluy6 en 90 mL de agua estéril,
posterior se agitd por 10 minutos a 225 rpm en el Agitador de Plataforma Orbital. Con una pipeta
se tom6 0.1 mL de la dilucion y se mezcl6 en 0.9 mL de agua estéril en crioviales, desde la
dilucion 102 a 10°. Con otra pipeta de cada serie de diluciones se tomaron 0.1 mL para inocular
sobre las placas Petri, se esparcid la solucion con ayuda de una espatula de Digralsky en Agar
Nutritivo para el crecimiento de bacterias y en PDA para el crecimiento de hongos (llustracién
11). El medio de Agar Nutritivo se prepard con 250 mg de fluconazol para inhibir el crecimiento
de hongos y el medio de PDA se prepard con 500 mg de amoxicilina para inhibir el crecimiento
de bacterias.
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lustracion 11. Procedimiento para recuento de microorganismos utilizando diluciones
seriadas de las muestras. Fuente: elaboracion propia tomando ejemplo de Benintende et al.
(2009).

La incubacién para bacterias fue por 24-48 horas a 37 °C y para hongos fue por 5 dias a 28 °C
sin acceso a luz. Al término de las 48 horas de incubacién de las bacterias se procedio a la
observacién y descripcidn del crecimiento bacteriano. Seguido se hizo la aislacion o purificacion
de cada bacteria descrita. Los hongos después de incubarse por 5 dias, se procedio a la
observacion y descripcion de cada colonia, luego se hizo el aislamiento o purificacion de cada
hongo (Calvo et al. 2008, Latorre 2007).
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7.3.3. Contabilizacién de cepas y Unidades Formadoras de Colonias.

Se determiné las UFC mediante la contabilizacion de las colonias (llustracion 12) que crecieron

en los medios de cultivos, ademas con la ayuda del Factor de Correccion de Humedad se calculo
las UFC en peso seco del suelo (lzurieta 2011, Maite & Barcina 2011).

llustracion 12. Procedimiento para contabilizar el crecimiento de colonias. Fuente: fotografias

del autor.

Formula porcentaje de Humedad relativa:

w,
H (%) = M‘;" x 100

N

Donde:
Ws: peso de las particulas solidas.

Wag: masa del agua.

Ejemplo: Primero se contabiliz6 el nimero de colonias que crecieron en las placas duplicadas y

se dividié entre dos, para obtener las UFC de la dilucién:
MSAZ1A dilucién -5: Placa 1= 69

Placa 2= 68
Proceso: 69+68= 137/2= 68.5x10°= 6.8 x10°
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Luego se multiplicd por el Factor de Correccion de Humedad, que para el caso se obtuvo
mediante la formula:

FCH—%H+100—146
- 100

Es decir: 6.8x10° (1.46) = 9.8x10° UFC

7.3.4. Aislamiento de cepa.

Se aislaron las colonias con caracteristicas diferentes entre si, considerando: la forma, color,
textura, elevacion, entre otras, como algunas particularidades de cada colonia, (consultar Anexo
1y 2). Para obtener las cepas puras de bacterias se procedio a tomar una porcion de la colonia
con la ayuda de un asa microbiolégica en argolla y utilizando la técnica de siembra por
agotamiento en estrias se sembrd en placas Petri con Agar Nutritivo (llustracion 13),
incubandose a 33°C por 24-48 horas (Calvo et al. 2008, Latorre 2007).

llustracion 13. Procedimiento de aislamiento y obtencion de cepas puras de bacterias. Fuente:

fotografias del autor.

Para la identificacién de bacterias se utilizaron pruebas bioquimicas que apoyaron a la

identificacion de las colonias aisladas las cuales se detallan:

7.3.5. Tincion de Gram.

La tincion de Gram es una de las pruebas microbiolégicas rutinarias para la identificacion de

bacterias, procedimiento basado en las caracteristicas de la pared celular, la cual le confiere
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propiedades determinantes a cada microorganismo y las clasifica en dos grandes grupos:
bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas (llustracion 14) (Lopez et al. 2015).

Gram positivas  Gram negativas

= -
BT L] L\

llustracion 14. (A) Prueba de tincion de Gram; (B) bacilos positivos; (C) cocos negativos.

Fuente: fotografias del autor.
7.3.6. Catalasa.

Para la prueba de catalasa se procedié tomando una porcién de la colonia en cuestion y
depositandola en una gota de agua estéril sobre un portaobjetos; si al afiadir una gota de peréxido
de hidrégeno se evidencia la formacion de burbujas, la reaccion es catalasa positiva, caso
contrario es catalasa negativa, caracterizando asi, la accién de la enzima en la bacteria, como se
muestra en la llustracion 15 (Fernandez et al. 2010).

Catalasa Catalasa

Negativo Positivo

llustracion 15. Prueba de catalasa: (A) catalasa negativa; (B y C) catalasa positiva. Fuente:

fotografias del autor.
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7.3.7. Prueba SIM: Produccion de Sulfuro, Indol y motilidad.

El SIM Medium (Sulfide, Indole, Motility) o Medio de Sulfuro Indol es utilizado para la
identificacion de Enterobacterias Gram negativas por medio de la produccion de sulfuro, la
formacion de turbidez en el tubo y el viraje de color al agregar unas gotas del reactivo de Kovacs
(Benavides 2007).

En tubos con medio SIM fueron inoculadas las cepas puras de las bacterias que fueron
caracterizadas segun su morfologia, y se incubaron a 37 °C por 24 horas. La produccién de
azufre se evidencia con el cambio de coloracion del medio, de amarillo a oscuro. La motilidad
de la bacteria se observa por la turbidez que se forma alrededor de la linea de siembra. Y la
produccion de Indol se evidencia al afiadir unas gotas del reactivo de Kovacs y se observa la
formacion de un anillo de coloracion rosada a naranja sobre el medio, como se puede ver en la

llustracion 16.

No producce Si produce Sin motilidad  Con motilidad Indol Indol

negativo positivo

A B C

llustracién 16. Lectura de prueba del Medio SIM: (A) produccién de azufre; (B) motilidad de
la bacteria; (C) produccién de indol. Fuente: fotografias del autor.

7.3.8. Prueba TSI (Triple Sugar Iron Agar).

Para la identificacion de Enterobacterias usualmente se utiliza la prueba de medio TSI, cuya
tipificacion radica en la capacidad de bacterias de fermentar glucosa, lactosa y sacarosa, ademas
de observarse la produccion de sulfuro ferroso por la formacion de un precipitado oscuro
(Benavides 2007).
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Se inocularon las cepas puras de las bacterias en tubos con medio TSI de forma inclinada, y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Los resultados fueron interpretados segun la coloracién de
cada tubo como lo muestra la Imagen 17: si la bacteria en cuestion fermenta glucosa, acidificara
el medio haciendo virar a color amarillo el fondo del tubo, mientras que si no es fermentadora
de glucosa el medio permanecera de color rojo; si la bacteria es fermentadora de lactosa o
sacarosa, acidifica el medio en su superficie volviéndolo de color amarillo, mientras que si no
lo es, la superficie permanecera de color rojo; si la bacteria produce &cido sulfhidrico se
producira un ennegrecimiento del tubo; y finalmente si la bacteria es productora de gas,

aparecera rotura o desplazamiento del medio (llustracion 17).

Acidox" Alcalino;"Acido + Alcalino/
Acido Acido H2S Alcalino

S @Fca
v

llustracion 17. Resultados de prueba de TSI. Fuente: fotografias del autor.

7.4. ldentificacion microbioldgica de hongos.

La identificacion de hongos fue llevada a cabo mediante la descripcién morfologia de las
colonias macroscapicas y la descripcion microscopica de la porcion de micelio obtenida durante
la técnica de cinta adhesiva (Calvo et al. 2008, Latorre 2007) con la ayuda de las claves
taxondmicas de Barnett & Hunter (1998), Carrillo (2003), Agrios (2005) y Kirk et al. (2008).
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llustracion 18. Aislamiento de hongos, esquema de siembra por puncion en placa y cepa pura

de hongo microscaépico. Fuente: fotografias del autor.

7.4.1. Técnica de tincién con cinta adhesiva.

La llustracion 19 muestra la técnica que se llevd a cabo para la identificacion de hongos,
tomando una porcién de cinta adhesiva de un extremo y presionandola ligeramente sobre la
periferia de la colonia a identificar, se garantiza la observacion de la mayoria de las estructuras
de los hongos microscopicos tales como conidioforos, conidios, esporangios y rizoides, muy
importantes para la identificacion, luego se colocé sobre un porta objetos con una gota de azul
de lactofenol y se hicieron las observaciones al microscopio al 40X y al 100X (Benavides 2007).

W

llustracién 19. Procedimiento para la identificacion de hongos microscdpicos por técnica de
cinta adhesiva: (A) gota de azul de lactofenol sobre portaobjetos; (B) extraccion de micelio
con cinta adhesiva; (C) fijacion de micelio extraido sobre portaobjeto; (D) observacién del

microscopio. Fuente: fotografias del autor.
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7.5. Conservacién de microorganismos.

Con el fin de la implementacién de un protocolo de conservacion de microorganismos se
selecciond el método por Congelacion (1 afio de conservacion) debido a que solo paraliza el
crecimiento de las células microbianas, garantizando asi la estabilidad genética de las cepas
(Arencibia et al. 2008).

Proceso llevado a cabo preparando una solucion de glicerol en agua destilada al 30% (V/V), con
un asa microbioldgica en argolla se tomé una porcion de la colonia a preservar y se deposité en
10 mL de solucion salina al 0.85% (p/v) en un tubo Eppendorf (Fig. 24) posteriormente se
centrifug6 a 4000 rpm por 10 minutos. Al decantarse el sobrenadante, el sedimento se traslado
a tubos crioviales con 1.3 mL de glicerol al 30% (agente crio-protector) (llustracion 20).
Concluido el proceso, se preservaron en un congelador a -62 °C, hasta por un periodo de un afio
0 hasta ser reactivadas (Garcia & Uruburu 2001, Ortiz et al. 2016).

llustracién 20. Conservacion de microorganismos: (A) materiales a utilizar, glicerol, solucion

salina, tubos Eppendorf, asa microbioldgica, pipeta, tubos crioviales, microorganismo a
conservar; (B) extraccién de porcion de colonia a preservar; (C) proceso de centrifugacion;
(D) traslado de sedimento a crioviales con glicerina; (E) refrigeracion de colonias. Fuente:

fotografias del autor.

La activacion de las cepas se realiza tomando alrededor de 0.5 ml de solucién salina y
agregandolo al tubo con la cepa preservada a 37 °C, después de ser homogenizada se inocula en

el medio respectivo para observar el crecimiento y vialidad de las células (Ortiz et al. 2016).
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7.6. Procesamiento de datos.

Para la organizacion de los datos obtenidos en todo el proceso de la investigacion se dispuso de
hojas en el programa Excel donde se especificd las caracteristicas de cada cepa aislada, dicha
informacidn fue utilizada para la descripcion de cada punto de muestreo y la diferenciacion

estadistica de cada sitio de estudio.

Para la representacion de los resultados se utilizaron tablas y graficos: diagramas de barra, pastel
y lineal, de acuerdo a la naturaleza de los datos en el programa Excel y GraphPad Prism 8.

7.6.1. Anélisis estadisticos.

Las mediciones de Diversidad Alfa utilizados para evaluar la diversidad de especies dentro de
los sitios de estudio fueron: 1) Método basado en la cuantificacién del nimero de especies
presentes (Riqueza especifica); 2) Métodos basados en la estructura de la comunidad, es decir,
la distribucion proporcional del valor de importancia de cada especie (abundancia relativa,
dominancia y equidad en la comunidad) (Moreno 2001).

Medir la abundancia relativa de cada especie permite identificar aquellas especies que por su
escasa representatividad en la comunidad son mas sensibles a las perturbaciones ambientales.
Ademas, identificar un cambio en la diversidad, ya sea en el nimero de especies, en la
distribucion de la abundancia de las especies o en la dominancia, nos alerta acerca de procesos
empobrecedores (Magurran 1988). Por ello se utilizo el diagrama “curva de rango-abundancia
o de Whittaker” para mostrar la abundancia relativa de las especies en cada sitio de estudio, a la

vez que se visualiza la riqueza y equidad de especies.

Las mediciones de Diversidad Beta o diversidad entre habitats basadas en proporciones o
diferencias se evaluaron con base en indices o coeficientes de similitud a partir de datos

cualitativos (presencia o ausencia de especies).
7.6.1.1. Medicion de la riqueza especifica.

La riqueza especifica (S) es la forma més sencilla de medir la biodiversidad, ya que se basa

unicamente en el nimero de especies presentes, sin tomar en cuenta el valor de importancia de
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las mismas. La determinacion de la riqueza especifica fue calculada mediante el Indice de
Margalef (Alcolado 1998, Moreno 2001, Ulanowicz 2002, Carmona & Carmona 2013), donde:

S—1
Dug = InN

Donde:

S: nimero de especies

N: nimero total de individuos.

Este indice de diversidad especifica estd basado en la relacion de S y el nimero total de

individuos encontrados (N).

7.6.1.2. Medicion de la estructura.

Indice de dominancia y diversidad.

Los indices basados en la dominancia son parametros inversos al concepto de uniformidad o
equidad de la comunidad. Toman en cuenta la representatividad de las especies con valor de
importancia sin evaluar la contribucion del resto de las especies (Moreno 2001).

La probabilidad de que dos individuos tomados al azar fueran de la misma especie se calculo
con el Indice de Dominancia de Simpson (Alcolado 1998, Moreno 2001, Carmona & Carmona
2013, Ferriol & Merle S. F.) su férmula se describe:

A= Xp;?
Donde:
Pi: es la abundancia proporcional de la especie i, es decir el nimero de individuos de la especie
i divididos entre el nimero total de individuos de la muestra.
El indice es una representacion de la probabilidad de que dos individuos, dentro de una misma
region y seleccionados al azar, sean de la misma especie. Esta fuertemente influido por la
importancia de las especies mas dominantes. El rango del indice de Simpson va de 0 a 1, asi:
Cuanto mas se acerca el valor de D a 1, menor es la diversidad del habitat.

Cuanto mas se acerca el valor de D a 0, mayor es la diversidad del habitat.
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indice de equidad.

El Indice de Shannon-Wiener (H*) expresa la uniformidad de los valores de importancia a
través de todas las especies de la muestra (Magurran 1988, Moreno 2001)

Con este indice se midio el grado de incertidumbre de predecir a qué especie perteneceria un
individuo escogido al azar de una coleccion. Asume que los individuos son seleccionados al
azar y que todas las especies estan representadas en la muestra (Alcolado 1998, Moreno 2001,
Carmona & Carmona 2013, Ferriol & Merle, S. F.) es decir:

S
H = — Z(pi x InP;)
i=1

Donde:

S: es el nimero de especies

pi: proporcion de individuos de la especie i respecto al total de individuos o en otras palabras la
abundancia relativa de la especie i.

ni: numero de individuos de la especie i.

7.6.1.3. indices de similitud/disimilitud

Expresan el grado en que dos muestras son semejantes por las especies presentes en ellas. Se

utilizaron los indices con datos cualitativos siguientes:

Coeficiente de similitud de Jaccard

Se midi6 el grado de similitud entre los dos sitios de estudio con la formula:
c

L, = ———
J 7 a+b—c
Donde:

a: numero de especies presentes en el sitio A.

b: nUmero de especies presentes en el sitio B.

C: numero de especies presentes en ambos sitios Ay B.
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El intervalo de valores va de 0 cuando no hay especies compartidas entre ambos sitios, y hasta

1 cuando los dos sitios tienen la misma composicion de especies.

Coeficiente de similitud de Sorensen.

Se comparo la similitud de los dos sitios de estudios con la siguiente formula:
2c

a+b

IS=

Donde:
a: nimero de especies presentes en el sitio A.
b: nUmero de especies presentes en el sitio B.

c: nimero de especies presentes en ambos sitios Ay B.

7.6.1.4. Complementariedad.

El concepto de complementariedad se refiere al grado de disimilitud en la composicion de
especies entre pares de biota (Colwell & Coddington 1994).
El valor de complementariedad se obtuvo primero de dos medidas
l. La riqueza total para ambos sitios combinados:
Sqg=a+b—c
Donde “a” es el numero de especies del sitio A, “b” es el nimero de especies del sitio B, y “c”
es el nimero de especies en comun entre los sitios Ay B.

Il. El nimero de especies Unicas a cualquiera de los dos sitios:

UAB:a‘l'b_ZC

A partir de estos dos valores calculamos la complementariedad de los sitios San Andrés (A) y
la Montafiita (B):
Uap

Cin =
AB SAB

La complementariedad varia desde cero, cuando ambos sitios son idénticos en composicién de

especies, hasta uno, cuando las especies de ambos sitios son completamente distintas.
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VIIl. RESULTADOS
8.1. Resultados de diversidad bacteriana.
8.1.1. Identificacion de bacterias.

En el proceso de identificacion bacteriana se detalla en la Tabla 2 la consolidacion de las
bacterias identificadas segin su taxonomia en 13 familias de bacterias, distribuidas en 6
Ordenes. El Orden Bacillales representado por dos familias: la familia Bacillaceae con 85
colonias y la familia Staphylococcaceae con 236 colonias; el Orden Lactobacillales representado
por dos familias: la familia Enterococcaceae con 205 colonias y la Lactobacillaceae con 95
colonias; el Orden Enterobacterales representado por dos familias: la familia Enterobacteriaceae
con 112 colonias y la familia Yersiniaceae con 36 colonias; el Orden Pseudomonadales
representado por dos familias: la familia Moraxellaceae con 400 colonias y la familia
Pseudomonadaceae con 91 colonias; el Orden Neisseriales representado por la familia
Neisseriaceae con 214 colonias; el Orden Actinomycetales representado por cuatro familias: la
familia Actinomycetaceae con 244 colonias, la familia Micrococcaceae con 934 colonias, la
familia Nocardiaceae con 320 colonias y la familia Streptomycetaceae con 174 colonias.

Ademas, se aislaron 4 cepas Gram negativas que fueron descritas por sus caracteristicas
fenotipicas y propiedades bioquimicas pero que no pudieron ser identificadas taxondmicamente,
la CEPA-1 con 192 colonias, la CEPA-2 113 colonias, la CEPA-3 con 121 colonias y la CEPA-

4 con 92 colonias contabilizadas.

Basados en las caracteristicas fenotipicas como su morfologia, desarrollo y propiedades
bioquimicas las bacterias fueron aisladas y distribuidas en tres grandes grupos como se
representa en el grafico 1 en porcentajes: los actinomicetos con un 44%, las bacterias Gram

negativas con 33% Yy las bacterias Gram positivas con 23%.
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Tabla 2. Consolidado de taxonomia de bacterias aisladas en los sitios de San Andrés y la
Montafita del Valle de Zapotitan durante los meses de agosto a octubre del 2019.

NUMERO
BGARCL'JI'PE(I)?IIDAI\ES CLASE ORDEN FAMILIA DE
COLONIAS
. Bacillaceae 85
Bacillales
Bacterias Gram Bacilli Staphylococcaceae 236
Positivas . Enterococcaceae 205
Lactobacillales -
Lactobacillaceae 95
Enterobacteriaceae 112
Enterobacterales —
. Yersiniaceae 36
Gammaproteobacteria
Moraxellaceae 400
Pseudomonadales
5 s G Pseudomonadaceae 91
acterla§ ram Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae 214
Negativas
CEPA-1 192
o . CEPA-2 113
Cepas no identificadas taxonémicamente
CEPA-3 121
CEPA-4 92
Actinomycetaceae 244
i i Micrococcaceae 934
Actm_obac_terlas Actinobacteria Actinomycetales -
0 actinomicetos Nocardiaceae 320
Streptomycetaceae 174
Total de colonias de bacterias segin familia 3664

Fuente: elaboracion propia, clasificacion tomada de Bergey’s Manual Trust (2005).

PORCENTAIJES DE GRUPOS DE BACTERIAS
IDENTIFICADAS
GRAM

POSITIVAS
23%

ACTINOMICETOS
44%

GRAM
NEGATIVAS
33%

Graéfico 1. Representacion gréafica en pastel del porcentaje de cepas bacterianas aisladas y

distribuidas en los tres grupos identificados por Tincion Gram durante la investigacion.
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Con respecto a las bacterias presentes en cada sitio de estudio los porcentajes se muestran en el
grafico 2: en San Andrés el grupo de Actinomicetos presentes con el 35%, las bacterias Gram
negativas con 36% y las bacterias Gram positivas con 29%; en La Montafiita los Actinomicetos

con 52%, las bacterias Gram negativas con 30% Y las bacterias Gram positivas con 18%.

PORCENTAIJE DE BACTERIAS PRESENTES EN LOS SITIOS DE ESTUDIO

SAN ANDRES LA MONTANITA

GRAM
POSITIVAS ACTINOMICETOS

29% 52%

GRAM
POSITIVAS
18%

ACTINOMICETOS
35%

GRAM

NEGATIVA

GRAM S

NEGATIVAS 30%
36%

Gréfico 2. Representacion grafica en pastel del porcentaje de los grupos bacterianos presentes

en cada sitio de estudio durante la investigacion.

La identificacién fenotipica bacteriana basada en las caracteristicas observadas antes
mencionadas de las 3664 colonias en los sitios de estudio, se aislaron un total de 129 cepas
bacterianas de las cuales 71 cepas puras estan presentes en el sitio de estudio La Montafiita y 58
cepas puras estan presentes en la Estacion experimental de San Andrés. En la Tabla 3 se detalla
el nimero de cepas por familia presentes en cada sitio de estudio y el nimero de cepas que estan

presentes en ambos sitios, asi como también las cepas que difieren entre sitio de estudio.
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Tabla 3. Numero de cepas puras de bacterias presentes en cada sitio de estudio, San Andrés y La Montafiita, durante el muestreo

realizado en los meses de agosto a octubre de 2019. Ademaés, el nimero de cepas presentes en ambos sitios y el nimero de cepas

ausentes de cada sitio de estudio.

GRUPO FAMILIA SAN ANDRES LA MONTANITA TOTAL DE CEPAS PRESENCIA AUSENCIA
. Bacillaceae 1 0 1 - 1
<§( E Staphylococcaceae 8 7 15 1 -
o g Enterococcaceae 7 6 13 1 -
o Lactobacillaceae 1 0 1 - 1
Enterobacteriaceae 0 3 3 - 1
Yersiniaceae 0 1 1 - 1
Moraxellaceae 9 10 19 1 -
s g Pseudomonadaceae 0 1 1 - 1
g b Neisseriaceae 4 3 7 1 -
© g CEPA 1 5 1 6 1 -
CEPA 2 2 0 2 - 1
CEPA 3 1 1 2 1 -
CEPA 4 0 1 1 - 1
- Actinomycetaceae 3 3 6 1 -
§ § Micrococcaceae 11 27 38 1 -
5 o) Nocardiaceae 5 5 10 1 -
< Streptomycetaceae 1 2 3 1 -
58 71 129 10 7

Fuente: elaboracion propia.
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En el gréfico 3 se muestra la distribucion del nimero de cepas por familias presentes en los dos
sitios de estudios: de manejo agroecoldgico “La Montafiita” y la de manejo convencional
Estacion experimental de San Andrés, durante el muestreo en los meses de agosto y octubre de
2019.

NUMERO DE CEPAS BACTERIANAS AISLADAS DE LOS SITIOS DE

ESTUDIO
30 27
wn 25
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Familia de bacterias identificadas

SAN ANDRES ~ m LA MONTARNITA

Graéfico 3. Representacion grafica en barra del nimero de cepas bacterianas por familia
presentes en los dos sitios de estudios durante los meses de muestreo de agosto a octubre de
20109.

En el gréfico 4 se visualiza la distribucion del nimero de cepas en los cuatro puntos de muestreo
durante el estudio: en “La Montaiita” se obtuvieron: punto A con 22 cepas; punto B con 19
cepas; punto C con 14 cepas; y punto D con 16 cepas. En la Estacion experimental de San
Andrés se obtuvieron en cada punto de muestreo: punto A con 17 cepas; punto B con 12 cepas;

punto C con 21 cepas; y punto D con 8 cepas.
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NUMERO DE CEPAS BACTERIANAS AISLADAS EN CADA

SITIO DE ESTUDIO
25 22
19 21

20 17 1 16
15 12

10

Numero de cepas

A B C D
Puntos de muestreo

LA MONTARNITA SAN ANDRES

Gréfico 4. Representacion grafica en barra del nimero de cepas bacterianas presentes en cada
punto de muestro de los dos sitios de estudio, San Andrés y La Montafiita, durante los meses

de muestreo de agosto a octubre de 2019.

8.1.2. Caracterizacion de las cepas de bacterias aisladas.

De acuerdo a Bergey’s Manual Trust (2005) la diversidad de colonias de bacterias que crecieron
durante esta investigacion, las de mayor representatividad fueron las colonias blanquecinas,
planas y de bordes enteros, ademas el mayor numero fueron bacterias del grupo de
actinomicetos, seguidos por las bacterias Gram negativas. Con la descripcién de las
caracteristicas fenotipicas, las pruebas bioquimicas, y deméas herramientas se logré identificar
las cepas bacterianas agrupandolas en 13 familias, asi lo muestra la Tabla 4.
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Tabla 4. Caracterizacion de las cepas aisladas e identificadas en sus respectivas familias en los muestreos realizados en los sitios de

estudio durante los meses de agosto a octubre del 2019.

- Morfologia Morfologia . - Fotografia
Familia 2. ' e Fotografia macroscopica . .
macroscopica microscopica microscopica
Bacillaceae Colonias de crecimiento  Bacilos Gram positivos,

circular a irregular con
bordes ondulados o
enteros, con elevacion
plana o convexa,
cremosas

catalasa positiva,
aerobios estrictos.

Staphylococcaceae

Colonias circulares con
pigmentacion blanca a
amarillo, lisas, de
consistencia cremosa,
con bordes enteros

Cocos Gram positivos,
catalasa positiva, no
formadora de esporas,
inmoviles.

Enterococcaceae

Colonias de crecimiento
irregular con bordes
ondulados, con
elevacion convexa,
cremosas con
coloracion blanquecinas
a beige.

Cocos Gram positivos,
catalasa negativa (varia
entre especie),
inmoviles,
fermentadores de
azucares, no
productores de acido
sulfhidrico.
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Lactobacillaceae

Colonias circulares de
consistencia cremosa y

lisas, coloracién blanca.

Bacilos en cadenas,
inmdviles, catalasa
negativa, no
fermentadores, Indol
negativo

Enterobacteriaceae

Colonias circulares, de
bordes enteros y
elevacion plana, con
pigmentaciones
blanquecinas a
amarillentas.

Bacilos, catalasa
positivos,
fermentadores de
azucares no obstante
depende del género
puede o no formar gas,
ademas de producir o
no Indol

Yersiniaceae

Colonias de crecimiento

circular a irregular con
bordes ondulados o
enteros, con elevacion
plana, cremosas,

coloracion blanquecinas

Bacilo ovoide Gram
negativo, catalasa
positiva, inmovil,
fermentadores de
glucosa, no productores
de &cido sulfhidrico,
varia la formacién de
gas.
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Moraxellaceae

Colonias de crecimiento
circular a irregular con
bordes ondulados o
enteros, con elevacion
plana, cremosos y
amarillentas claras.

Bacilo o cocobacilo
Gram negativo, catalasa
positiva, inmavil, no
productores de acido
sulfhidrico, no
productor de indol, no
fermentadores de
azucares.

Pseudomonadaceae

Colonias irregulares,
brillantes, de
consistencia mucoide y
pigmentaciones desde
blanco a amarillentas.

Bacilo, aerobio, no
fermentador, movil,
catalasa positiva,
produce colonias
circulares, lisas y
brillantes.

Neisseriaceae

Colonias de crecimiento
a irregular con bordes
ondulados o enteros,
con elevacion plana,
Cremosos con
coloracion blanquecinos
a beige.

Diplococo Gram
negativo, catalasa
positiva, inmovil,
fermenta o no azucares.
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Actinomycetaceae

Colonias de crecimiento
lento, de aspecto rugoso
0 seroso, de diferentes
coloraciones: blancas,
grises, negras, entre
otros, con bordes
entados.

Cocos Gram positivo y
con presencia de
micelios, catalasa
positiva.

Micrococcaceae

Colonias circulares,
lisas o brillantes, planas
de textura cremosa y de
coloraciones amarillas,
naranjas o rojas.

Cocos, algunas veces
pueden estar agrupados
en dudos, tétradas o
racimos, catalasa
positiva.

Nocardiaceae

Colonias pueden ser
blancas, beige, color
salmon, entre otros,
caracterizadas por un
aspecto polvoriento,
Seco.

Bacterias filamentosas,
abundantes en las zonas
tropicales y
subtropicales.

60



Streptomycetaceae

Sus colonias poseen
hifas aéreas, usualmente
presentan coloraciones,
sus formas van desde
circulares, irregulares u
onduladas, convexas,
elevadas.

Bacterias,
esporuladoras, con
amplia distribucion en
suelos y relacionas con
la descomposicion
vegetal.

Fuente

: elaboracion propia.
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8.1.3. Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en bacterias.

Con base a las contabilizaciones de las colonias realizadas se tabularon los resultados como lo
muestra la tabla 5 de las UFC para determinar la riqueza de las areas de muestreo, en el area de
muestreo de la Montafiita (MM) el mayor nimero de UFC fue en el primer muestreo, en el punto
D, y el de menor nimero de UFC fue en el segundo muestreo en el punto D del sitio de estudio.
En el sitio de San Andrés, la mayor cantidad de colonias contabilizadas fue en el primer
muestreo en el punto B, y el menor numero en el mismo muestreo, en el punto D. Ademas, la
media de las ufc de cada sitio fue: La Montafiita de 4X10° ufc y San Andrés de 4.6X10° ufc.

Tabla 5. Unidades Formadoras de Colonias de Bacterias en las areas de San Andrés y la
Montafiita en el Valle de Zapotitan durante los tres meses de muestreo, de agosto a octubre del
2019.

UFC DE BACTERIAS

PUNTO PRIMER MUESTREO SEGUNDO TERCER
MUESTREO MUESTREO
(MM) (SA) (MM) (SA) (MM) (SA)
A 6.4X10* 1x10° 7.5X10* 8.3X10* 1X10° 1.2X10°
B 5.4X10* 3x10° 7.6X10* 25X10°  9.9X10* 1.2X10°
C 1.5X10° 4.7x10* 1.4X10° 6X10* 9X10* 1X10°
D 2.1X10° 3.4x10* 5.3X10* 5.2X10*  8.7X10* 1X10°

PROMEDIO 4.8X10° 4.8X10° 3.4X10° 4.5X10° 3.8X10° 4.4X10°

En los sitios de muestreo quien presentd mayor abundancia fue la familia Micrococcaceae con
un total de 633 colonias en el sitio La Montafiita (MM) y 301 colonias en el sitio de San Andrés,
seguido por la familia Moraxellaceae con 219 colonias en el sitio La Montafita y 181 colonias
en el sitio de San Andrés. Estos datos se ordenaron de mayor a menor de acuerdo a su abundancia
relativa para presentar la curva de rango-abundancia, diagrama utilizado para visualizar tanto la
riqueza de especies y la equidad de las especies presentes en cada sitio de estudio (ver grafico
5).
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Curva de rango-abundancia de las Familias de bacterias
aisladas en los dos sitios de estudio.
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Gréfico 5. Representacion gréafica de la curva de rango-abundancia de las familias de bacterias
aisladas. (A) Rango-abundancia de bacterias presentes en el sitio San Andrés, (B) Rango-

abundancia de bacterias presentes en el sitio La Montafiita.

8.1.4. Analisis de Diversidad.

Las mediciones de diversidad nos proporcionaron los resultados que se detallan en la Tabla 6,
donde el indice de Margalef para el sitio San Andrés fue de 2.96 y para el sitio de La Montafiita
fue de 3.05. El indice de Shannon-Wiener para el sitio San Andrés fue de 2.29 y para el sitio La

Montafiita fue de 2.07. El indice de Simpson para el sitio San Andrés mostré una dominancia

63



de 0.12 y una diversidad de 0.88, para el sitio La Montafiita mostré una dominancia de 0.19 y
una diversidad de 0.81. El coeficiente de similitud de Jaccard fue de 0.59, el coeficiente de

similitud de Sorensen fue de 0.74 y la medicion de complementariedad fue de 0.41.

Tabla 6. Valores obtenidos del indice de Margalef, Shannon-Wiener, Simpson, coeficiente de
similitud de Jaccard y Sorensen, ademas de la medicion de complementariedad para la poblacién

de bacterias encontradas en los sitios de estudio de San Andrés y La Montafiita.

Indices de Biodiversidad i .
SAN ANDRES LA MONTANITA
calculados

Indice de Margalef (Riqueza
. 2.96 3.05
especifica)

Diversidad Alfa (Shannon-Wiener) 2.29 2.07

Dominancia de Simpson 0.12 0.19
Diversidad de Simpson 0.88 0.81

Coeficiente de similitud de Jaccard 0.59

Coeficiente de similitud de
0.74
Sorensen

Complementariedad 0.41

A manera de identificar y representar el grado de similitud o disimilitud de ambas parcelas de
estudio, se utilizé el grafico en forma de arbol o también llamado Dendrograma, como se
muestra en el grafico 6, recordando la Ilustracion 4 donde mostramos que ambas parcelas fueron
divididas en 4 puntos de muestreo (A, B, C y D). Los puntos méas similares en cuanto a las
familias de bacterias identificadas fueron el punto C y D del area de San Andrés (CS y DS) con
una distancia de 1.5, unido al punto B de la misma area, en la comunidad de la Montafiita los
mas similares fueron los puntos Ay B (AM y BM) por una distancia alrededor de 1.75, unido
al punto D a una distancia de 3. El punto mas distante fue el A de la comunidad de San Andrés
(AS), seguido por el punto C de la Montafiita con valores mayores a 4.5 de distancia entre los

demas puntos.
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Graéfico 6. Representacion grafica en forma de arbol de la similitud/disimilitud de las cepas
bacterianas presentes en los sitios de estudio durante los meses de muestreo de agosto a
octubre de 2019.

8.2. Resultados de diversidad de hongos.
8.2.1. Identificacién de hongos.

Se contabilizaron un total de 1,395 colonias de hongos microscépicos durante esta
investigacion, de las cuales se aislaron las colonias que se describieron con caracteristicas
morfologicas diferentes, resultando 106 cepas puras. En el proceso de identificacion resultaron
16 géneros, los méas representativos fueron Aspergillus sp. y Penicillium sp. con 342 y 337
colonias respectivamente, los géneros con menos abundantes fueron Acremonium sp. con 15
colonias y Aureobasidium sp. 12 colonias, los demas géneros oscilaron las 25 a 180 colonias,

como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Consolidado de taxonomia de hongos aislados en los sitios de San Andrés y la

Montafita del Valle de Zapotitan durante los meses de agosto a octubre del 2019.

DIVISION CLASE ORDEN FAMILIA GENERO NUMERO
DE
COLONIAS
ASCOMYCOTA Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus 342
Penicillium 337
Paecilomyces 32
Dothideomycetes Capnodiales Davidiellaceae Cladosporium 53
Dothideales Dothioraceae Aureobasidium 12
Pleosporales Pleosporaceae Alternaria 35
Curvularia 59
Sordariomycetes Hypocreales Cordycipitaceae Bauveria 27
Hypocreaceae Acremonium 15
Gliocladium 25
Trichoderma 180
Nectriaceae Fusarium 113
Microascales Microascacae Scopulariopsis 66
Sordariales Chaetomiaceae Chaetomium 25
Heterokontophyta Oomycetes Pythiales Pythiaceae Pythium 44
Peronosporales  Peronosporaceae Phytophtora 30
NUMERO TOTAL DE COLONIAS FUNGICAS 1395

Fuente: elaboracion propia.
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De las 106 cepas puras de hongos microscopicos aisladas, 71 cepas pertenecen a la Montafiita y
35 cepas a San Andrés. En la Tabla 8 se detalla el numero de cepas por familia presentes en
cada sitio de estudio y el nimero de cepas que estan presentes en ambos sitios, asi como también

las cepas que difieren entre sitio de estudio.

Tabla 8. Nimero de cepas puras de hongos presentes en cada sitio de estudio, San Andrésy La
Montafiita, durante el muestreo realizado en los meses de agosto a octubre de 2019. Ademas, el

numero de cepas presentes en ambos sitios y el nUmero de cepas ausentes de cada sitio de

estudio.
GENEROS LA sAN  TOTAL
FUNGICOS  MONTARITA  ANDRES DE PRESENCIA ~ AUSENCIA
CEPAS

Acremonium 1 0 1 - 1
Alternaria 1 0 1 - 1
Aureobasidium 1 0 1 - 1
Aspergillus 16 8 24 1 -
Bauveria 1 0 1 - 1
Cladosporium 4 0 4 - 1
Chaetomium 2 0 2 - 1
Curvularia 3 4 7 1 -
Fusarium 6 0 6 - 1
Gliocladium 1 1 2 1 -
Paecilomyces 3 0 3 - 1
Penicillium 17 12 29 1 -
Pythium 5 4 9 1 -
Phytophtora 3 1 4 1 -
Scopulariopsis 2 3 5 1 -
Trichoderma 5 2 7 1 -

71 35 106 8 8

Fuente: elaboracidn propia.

En el grafico 7 se muestra la distribucion del nimero de cepas fungicas presentes en los dos
sitios de estudios: en el sitio de manejo agroecoldgico “La Montafiita” estan presentes los 16
géneros fangicos identificados y en el sitio de manejo convencional Estacion experimental de

San Andrés estan presentes 8 géneros fungicos identificados.
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Gréfico 7. Representacion grafica en barra del nimero de cepas fungicas de los géneros
identificados presentes en los dos sitios de estudio: La Montafita y Estacion experimental San
Andrés.

En el gréfico 8 se observa la distribucion de las cepas flngicas presentes en los cuatro puntos
de muestreo de cada sitio de estudio. El que mayor numero de aislados tuvo fue el punto D de
la Montafiita obteniendo 34 cepas puras aisladas, para el caso de San Andrés el punto D se
aislaron 12 cepas puras. Los puntos de muestreo con menor numero de aislados en la Montafita
fue el punto C con 10 cepas puras, y para San Andrés el punto A 'y C con 7 cepas puras aisladas.

NUMERO DE CEPAS AISLADAS EN LOS PUNTOS DE MUESTREO DE CADA
SITIO DE ESTUDIO

40 34
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Numero de cepas

Puntos de muestreo
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Gréfico 8. Representacion grafica en barra del nimero de cepas de hongos microscopicos
aisladas por punto de muestreo en cada sitio de estudio durante los meses de agosto a octubre
del 2019.
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8.2.2. Caracterizacion de los géneros aislados de hongos.

En el proceso de identificacion taxonomica de los géneros de hongos filamentosos se tomaron
en cuenta las descripciones de las caracteristicas macroscépicas por el anverso (color de la
superficie y contorno de la colonia, textura, color del pigmento exudado, forma de la colonia 'y
el margen) y las descripciones microscopicas donde se observaron al microscopio estructuras
de los hongos filamentosos (morfologia del micelio y estructuras reproductivas) (Watanabe
2010), que luego se compararon con la literatura de claves taxondmicas de Barnett & Hunter
(1998), Carrillo (2003), Agrios (2005) y Kirk et al. (2008). Las descripciones de los 16 géneros
de hongos filamentosos se detallan en la Tabla 9 a continuacién y en la Tabla 10 se muestran

las especies de Aspergillus reportadas en la investigacion.
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Tabla 9. Caracterizacion de los géneros fungicos presentes en los muestreos realizados en los sitios de estudio durante los meses de

agosto a octubre del 2019.

Género

Caracteristicas
macroscopicos

Caracteristicas
microscopicas

Fotografia macroscopica  Fotografia microscopica

Aureobasidium

Colonias blancas o cremosas,
algunas son amarillas,
posteriormente van
ennegreciendo.

Micelio pigmentado con hifas
de las que nacen numerosos
conidios hialinos los cuales,
una vez libres, forman por
gemacion otros.

Acremonium

Colonias de color blanco-
amarillento, al principio son
glabras plegadas, compactas,
después se vuelven
pulverulentas, algodonosas y
himedas.

Micelio septado, hialino del
que se organizan conidi6foros
alargados hifas con su extremo
terminal, conidios agrupados
en forma de cabezas.

Alternaria

Colonias planas, algodonosas,
de coloracion blanca grisicea
inicialmente y posterior se
observa su superficie café o
verde oliva oscuro.

Hifas y conidi6foros septados
con pared lisa o rugosa,
simpodiales, Unicos o en
cadenas con forma ovoide u
obclavada, septados.
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Aspergillus

El color es la principal
caracteristica macroscépica
para la identificacion de los
grupos de Aspergillus. Poseen
distintos tonos de verde, pardo,
amarillo, blanco, gris y negro.

Hifas especializadas,
denominadas conididforos,
sobre los que se encuentran
Con diversidad de formas. Los
conidios constituyen cadenas
que se originan en la célula
conididgena o fialide.

Beauveria

Las colonias son de textura
algodonosa a polvorientas. La
superficie es de color blanco a
amarillento palido o blanco de
color rosado. El reverso es de
color blanco o pélido

Las hifas son hialinas. Las
células conididgenas tienden a
formar racimos densos porque
tienen forma en zigzag.

Curvularia

Colonias blancas a rosado gris
inicialmente y se vuelve hacia
oliva marrén o negro medida
que avanza la colonia. De lo
contrario, es de color marrén
0SCUro a negro

Hifas tabicadas de color
marrén, conidioforos y
conidios se visualizan. Los
conididéforos son simples o
ramificados y estan dobladas
en los puntos donde los
conidios se originan.
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Chaetomium

Colonias algodonosas y de
color blanco inicialmente. Las
colonias maduras el color se
vuelve de gris a oliva. De lo
contrario, el color es marrén a
rojo o0 marrén a negro

Hifas septadas, peritecios,
ascos y ascosporas. Los
peritecios son grandes, de
color marrén oscuro a negro
en color, fragil, globoso en
forma de matraz y tienen
filamentosos.

Cladosporium

Las colonias se vuelven
polvorientas o aterciopeladas
debido a los abundantes
conidios, verde oliva a marrén
oliva. El reverso de la colonia
es de color negro verdoso

Hifas oscuras septadas,
conididforos erectos y
pigmentados y conidios, Las
conidias en general son de
forma eliptica a cilindrica, de
color marrdn palido a oscuro y
tienen hilas oscuras.

Fusarium

Hifas lanosas a algodonosa,
plano. Desde el frente, el color
de la colonia puede ser de
color blanco, crema, moreno,
el salmon, la canela, amarillo,
rojo, violeta, rosa o parpura.

Macroconidios hialinos,
fusiformes (en forma de
platano) La fiélide es
generalmente fina, con forma
de botella; simple o
ramificada; cortas o largas;
monofialidica.
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Gliocladium

Colonias inicialmente blancas,
gue pueden cambiar a tonos
que varian de rosa a salmon;
durante la esporulacion se
tornan de color verde.

Hifas hialinas y septadas,
conidioforos, fialides y
conidios. Los conidi6foros son
erectos y se ramifican
repetidamente en sus vértices.
Conidios, formando una bola
apretada.

Paecilomyces

Crece con micelio blanco, el
color de la colonia puede ser
rosado-gris, rosado-oscuro,
gris o puede tener un aspecto
polvoriento granular

Hifas hialinas a amarillosas,
septadas. Presenta
ramificaciones verticiladas o
irregularmente ramificadas,
llevan en su parte terminal en
cada rama grupos de fialides.

Penicillium

Las colonias planas,
filamentosa, y aterciopelada,
lanoso, o algodonoso en la
textura, con diversidad La
superficie a menudo exhibe
algunos exudados.

Hifas, las fialides pueden tener
forma de anfora o bien ser casi
cilindricas con la porcién
apical en forma de cono.

73



Phytophthora En el medio de cultivo se Micelio hialino, cenocitico
observa micelio aéreo que irregularmente calibrado
puede ser radiado o estrellado,  donde pueden observarse
presentandose los bordes de la  abundantes gotas oleaginosas
colonia redondeados o El esporangiéforo no se
sinuosos y sumergido en el diferencia normalmente de las
medio hifas.

Pythium Se caracteriza por un rapido Presenta hifas carentes de

crecimiento del micelio,
colonias blancas algodonosas
de bordes filamentosos

tabiques, excepto en cultivos
viejos o en los puntos de
diferenciacion de estructuras
de fructificacion. Los
esporangios pueden ser varios
tamafios y formas.

Scopulariopsis

Colonias de textura granular a
polvorienta. Desde el frente, el
color es blanco inicialmente y
se vuelve marron claro.

Hifas septadas, conidiéforos,
anélidos y conidios. Las
clamidosporas pueden estar
presentes ocasionalmente. Los
conidi6foros son similares a
las hifas y simples o
ramificados.
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Trichoderma

Colonias lanosas y se
compactan en el tiempo. De
frente, el color es blanco se
hacen parches color verde
azulado o verde amarillento.
Estos parches a veces pueden
formar anillos concéntricos

Hifas hialinas septadas,
conidioforos, fialides y
conidios, también pueden
producir clamidosporas. Los
conidioforos son hialinos,
ramificados y ocasionalmente
pueden mostrar una
disposicién piramidal.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 10. Especies de Aspergillus aislados de los sitios de estudio, La Montafiita y San Andrés,

durante los meses de agosto a octubre de 2019.

Especies  Superficie

Posterior ~ Foto macroscopica  Foto de reverso de  Foto microscopica

de placa placa

A. flavus  Amarrillo Dorado a
verde. rojo

marrén.

A. niger Negro Blanco a
amarillo.

A.terreus Canela a Blanco a
marrén marrén.

Fuente: elaboracion propia.

8.2.3. Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias de los hongos.

Para establecer la diversidad de hongos en los sitios de estudio se contabilizaron las UFC de

hongos microscépicos, los datos obtenidos estan resumidos en la Tabla 11 donde se muestra que

en el sitio de la Montafita el muestreo con mayor nimero de crecimiento de colonias fue el

tercer muestreo, en el punto D, y en el segundo muestreo se obtuvo el menor crecimiento de

colonias en el punto C; en el sitio de San Andrés la mayor contabilizacion de colonias fue en el

tercer muestreo, en el punto B y el menor crecimiento de colonias se registré en el primer
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muestreo, en el punto C. Las medias de las ufc de cada sitio fueron: La Montaiiita de 2.53X10*
ufc y San Andrés de 2.5X10* ufc.

Tabla 11. Unidades Formadoras de Colonias de Hongos en los sitios de San Andrés y la

Montafiita en el Valle de Zapotitan durante los meses de agosto a octubre del 2019.

UFC DE HONGOS

PRIMER SEGUNDO TERCER
SUNTO MUESTREO MUESTREO MUESTREO
La San La San La San

Montafiita Andres Montafiita Andreés Montafiita Andreés
A 2.6X10* 2.3X10* 2.2X10* 2.6X10* 2.7X10* 2.6X10*
B 3X10* 2.3X10* 1.6X10* 2.8X10* 2.9X10* 3X10%
C 3.1X10* 1.5X10* 1.2X10* 2.4X10* 1.4X10* 2.6X10*
D 2.8X10* 2.3X10* 3X10* 2.8X10* 3.7X10* 2.7X10*

PROMEDIO  2.9X10% 2.1X10* 2X104 2.7X10* 2.7X10* 2.7X10*

En el grafico 9 se observa la abundancia de colonias del género Penicillium sp. con 17 cepas
puras encontradas en el area de la Montafiita y 12 cepas puras en el area de San Andrés, seguido
por el género Aspergillus sp. con 16 cepas puras en La Montafiita y 8 cepas puras en San Andrés,
los demés géneros oscilan entre 1 y 6 cepas puras en su abundancia. Estos datos se ordenaron
de mayor a menor de acuerdo a su abundancia relativa para presentar la curva de rango-
abundancia, diagrama utilizado para visualizar tanto la riqueza de especies y la equidad de las

especies presentes en cada sitio de estudio.
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Curva de rango-abundancia de los géneros de hongos
aislados en los dos sitios de estudio.
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Gréfico 9. Representacion grafica de la curva de rango-abundancia de los géneros de hongos
aislados. (A) Rango-abundancia de hongos presentes en el sitio La Montafiita, (B) Rango-

abundancia de hongos presentes en el sitio San Andreés.
8.2.4. Analisis de Diversidad de especies en los hongos.

Las mediciones de diversidad nos proporcionaron los valores que se detallan en la Tabla 12,
donde el indice de Margalef para el sitio de La Montafiita fue de 3.52 y para el sitio de San
Andrés fue de 1.97. El indice de Shannon-Wiener para el sitio de La Montafiita fue de 2.32 y
para el sitio de San Andrés fue de 1.78. El indice de Simpson para el sitio de La Montafiita
mostré una dominancia de 0.14 y una diversidad de 0.86, para el sitio de San Andrés mostro
una dominancia de 0.21 y una diversidad de 0.79. El coeficiente de similitud de Jaccard fue de
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0.50, el coeficiente de similitud de Sorensen fue de 0.67 y la medicion de complementariedad
fue de 0.50.

Tabla 12. Valores obtenidos del indice de Margalef, Shannon-Wiener, Simpson, coeficiente de
similitud de Jaccard y Sorensen, ademas de la medicion de complementariedad en los sitios de

La Montafiita y San Andrés para la poblacion de hongos.

Indices de Biodiversidad

La Montafiita San Andrés
calculados
indice de Margalef (Riqueza
. 3.52 1.97
especifica)
Diversidad Alfa (Shannon-
) 2.32 1.78
Weiner)
Dominancia de Simpson 0.14 0.21
Diversidad de Simpson 0.86 0.79
Coeficiente de similitud de
0.50
Jaccard
Coeficiente de similitud de
0.67
Sorensen
Complementariedad 0.50

De igual manera con la poblacién de hongos para identificar y representar el grado de similitud
o disimilitud de ambas parcelas de estudio, se utiliz6 el Dendrograma, como se muestra en el
gréfico 10, recordando la llustracion 4 donde mostramos que ambas parcelas fueron divididas
en 4 puntos de muestreo (A, B, C y D). Los resultados obtenidos en el Dendrograma de la
poblacion de hongos arrojaron que los puntos de muestreo mas similares fueron los del area de
investigacion de San Andrés (CS, BS y AS) a una distancia de 1.5 y unidos al punto de A de a
Montafiita a una distancia 3, donde ademas se muestra a similitud de los puntos DS y BM del
area de la Montafiita. EI punto méas distante fue el del area de la Montafita (DM) donde la

distancia donde se une con los demas puntos sobrepasa el valor mayor a 10.5 de distancia.
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Graéfico 10. Representacion grafica en forma de arbol de la similitud/disimilitud de las cepas
fangicas presentes en los sitios de estudio durante los meses de muestreo de agosto a octubre
de 2019.

8.3. Parametros Fisico-quimicos del suelo.
8.3.1. Determinacion de pH

Los resultados obtenidos del analisis de pH en los puntos de muestreo durante los tres meses de
muestreo en cada sitio de estudio se detallan en la Tabla 13, donde el sitio de la Montafiita en el
primer muestreo se registré el pH promedio mas alto con 7.07, y el pH promedio méas bajo se
registrd en segundo muestreo con 7.02. Mientras que el sitio de San Andrés el pH promedio méas
alto lo obtuvo en el segundo muestreo con 6.29, y el pH promedio més bajo se registro en el

segundo muestreo con 6.14.

Tabla 13. Valores de pH registrados en cada punto de muestreo durante los tres meses de

muestro (agosto, septiembre y octubre de 2019) en los sitios de La Montafiita y San Andrés.
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DETERMINACION DE pH

TERCER
PRIMER MUESTREO SEGUNDO MUESTREO MUESTREO

PUNTOS LA ~ SAN LA ~ SAN LA ~ SAN
MONTANITA  ANDRES MONTANITA  ANDRES MONTANITA ANDRES

A 7.31 6.28 7.12 6.31 7.12 6.34

B 6.82 6.1 6.59 6.12 6.83 5.98

C 7.21 6.77 7.15 6.53 7.01 6.89

D 6.92 5.76 7.23 5.58 7.25 5.48

PROMEDIO 7.07 6.23 7.02 6.14 7.05 6.17

En el grafico 11 se visualizan los promedios de los rangos de pH obtenidos en cada punto de
muestreo durante los meses de agosto a octubre, para el caso del sitio de La Montafiita el
promedio de pH mas alto se registrd en el punto A con 7.18, y el méas bajo en el punto B con
6.75. Para el sitio de San Andrés el punto C se obtuvo el promedio més alto con 7.12 y en el

punto B el promedio més bajo con 6.07.

ANALISIS DE pH EN LOS PUNTOS DE MUESTREO DE LOS SITIOS DE
ESTUDIO

7.12 7.13

7.18
6.31 co; 675 6.73 1
A B C D

Puntos de muestro de sitio de estudio

Escala de pH
o N b OO @

B SAN ANDRES  ® LA MONTARNITA

Gréfico 11. Representacion gréafica en barra del promedio de rango de pH en los puntos de
muestreo de los sitios la Montafiita y San Andrés, entre los meses de agosto a octubre del
20109.

8.3.2. Determinacién de humedad.

Se determind el porcentaje de Humedad de cada punto de muestreo de los dos sitios de muestreo
durante los tres meses de muestreo, de agosto a octubre de 2019; el primer muestreo del sitio La

Montafiita se registré el mayor promedio del porcentaje de humedad con 26.57% y el menor
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porcentaje de tomo en el segundo muestreo con el 20.41%; mientras que el sitio de San Andrés
también obtuvo su mayor porcentaje de humedad en el primer muestreo con el 28.44% vy el
menor porcentaje se registro en el segundo muestreo con 20.47%, como se detalla en la Tabla
14,

Tabla 14. Valores del porcentaje de humedad determinados en cada punto de muestreo de los

dos sitios de estudio, durante los meses de muestreo de agosto a octubre de 2019.

DETERMINACION DE HUMEDAD

PRIMER SEGUNDO TERCER
MUESTREO MUESTREO MUESTREO

PUNTOS LA _ SAN LA _ SAN LA _ SAN
MONTANITA ANDRES MONTARITA ~ANDRES MONTANITA  ANDRES

A 29.36 46.84 13.37 25.15 26.26 30.03

B 25.94 29.87 27.71 14.28 19.47 24.37

C 23.9 24.06 23.45 18.06 17.09 26.42

D 27.06 12.99 17.09 24.37 24.06 29.19
PROMEDIO 26.57 28.44 20.41 20.47 21.72 27.50

En el gréafico 12 se visualizan los valores promedios de cada punto de muestreo, para el sitio de
La Montafiita fueron: en el punto A: 23 %, B: 24.37%, C: 21.48% y D: 22.74%, siendo el punto
B con el mayor porcentaje de humedad y el punto C con el menor porcentaje de humedad. Los
valores promedio del sitio San Andrés para cada punto fueron: en el punto A: 34.01 %, B:
22.84%, C: 22.85 % y D: 22.18, siendo el punto A el valor con mas alto porcentaje de humedad

y el punto D con el menor valor de porcentaje de humedad.
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PORCENTAJE DE HUMEDAD EN LOS PUNTOS DE MUESTREO
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Graéfico 12. Representacion grafica en barra del porcentaje promedio de humedad en los
puntos de muestreo de los sitios La Montafiita y San Andrés, entre los meses de agosto a
octubre del 2019.

8.3.3. Determinacién de textura.

Segun los resultados del proceso segun la FAO (2009) se determind que la textura de los sitios
de estudio es: para la Montafiita es un suelo franco-arcilloso y para San Andrés un suelo franco-

arenoso.

8.3.4. Temperatura ambiente.

La temperatura promedio registrada en los sitios de muestreo fue de 26.77°C en la Montafiita y
de 28.07°C en San Andreés, se detalla en la tabla 15.

Tabla 15. Valores de la Temperatura ambiente registrados en los sitios de estudio, San Andrés

y La Montafiita, durante los meses de muestreo de agosto a octubre del 2019.

MUESTREO SAN ANDRES LA MONTANITA

1 28 26.50
2 27.6 26.30
3 28.6 27.50
PROMEDIO 28.07 26.77
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Nota aclaratoria: con respecto a las cepas aisladas en este documento, se hace la aclaracion
sobre su viabilidad; debido al tiempo requerido para la comprobacion de la metodologia
utilizada, y los efectos de la pandemia mundial causada por el virus COVID-19, se notifica al
lector que las Cepas NO estan disponibles en el Laboratorio de Microbiologia Agricola. En el
periodo de cuarentena no se pudo proseguir con el mantenimiento y verificacion de viabilidad

correspondientes, causando la perdida de estas cepas.
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IX. DISCUSION.

El suelo es un ecosistema complejo, muy diverso e importante del planeta, que ofrece y alberga
una alta variedad de microhébitats (Frioni 2006, Gonzélez 2010, Mau et al. 2011, Pfenning
2012, Swift et al. 2012, Ordofiez 2017, Pacasa et al. 2017). Los suelos especialmente los
agricolas, son sometidos a diversos manejos a lo largo del tiempo, modificando los microbiomas
naturales. (Pfenning 2012, Hartmann et al. 2015), datos estadisticamente no confirmados en su
totalidad en los resultados de esta investigacion, acerca de la diversidad microbiana(bacterias y
hongos), donde La Montafiita con sistema de manejo agroecolégico y San Andrés con sistema
de manejo convencional, no muestran valores estadisticamente significativos para la comunidad
bacteriana entre ambos lugares; en cambio en la comunidad fangica los valores estadisticos
obtenidos muestran las diferencias en la biodiversidad entre ambos lugares. No obstante, puedan
existir otros factores, que no fueron considerados en este estudio que influyeron en los

resultados.

Algunos factores ambientales edaficos que determinan la composicion de las comunidades
microbianas son humedad, textura, disponibilidad de O2, niveles de nutrientes, materia organica
y el pH (Samaniego & Chew 2007, Gonzéalez 2010, MINAM 2014, Ordofiez 2017), de los cuales
en este estudio se tomo el potencial de Hidrogeno (pH), obteniendo promedios de 6.18 en el
sitio de San Andrés y 7.05 en la Montafita, promedios encontrados en un rango 6ptimo para
bacterias de suelo segun Junco & Rodriguez (2001). Para el caso de los hongos, autores como
Arias & Pifieros (2008), describen que el pH éptimo ronda entre 4 y 6, datos que concuerdan

con los resultados obtenidos en esta investigacion

Gonzélez (2010) describe la humedad como un factor que influye sobre los microorganismos,
estudios como el de Ordofiez (2017) indican que en un cultivo con manejo convencional la
humedad ronda los 48.5%, y en un cultivo con manejo organico es 51.51%, comparado con los
datos obtenidos en este estudio, los resultados promedios de cada punto de muestreo obtenidos
fueron bajos ya que en San Andrés fueron de 25.47%, y 22.90% para la Montafiita. Otro de los
factores ambientales que influye en los microorganismos es la temperatura, para Frioni (2006),
Arias & Pifieros (2008), y Junco & Rodriguez (2001) el rango 6ptimo para el crecimiento de
bacterias del suelo agricola es de 30°C, para Kavanagh (2005) y Arias & Pifieros (2008) la
mayoria de los hongos crecen a temperaturas entre 25 y 30°C, similares datos fueron los
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registrados en este estudio presentando una media de 28.07 °C para el sitio de San Andrés y una
media de 26.77 °C para el sitio de La Montafiita.

Como factor final registrado fue el de la textura del suelo donde se obtuvo en San Andrés un
suelo franco arenoso y para La Montafita un suelo franco arcilloso, Gonzalez (2010) confirma
que los suelos franco arenosos, son los ideales para el crecimiento de los microorganismos,
debido a la aireacion y poca capacidad para retener agua. Por lo tanto, los andlisis fisicoquimicos
realizados demuestran que no hay diferencias significativas entre el sistema de manejo
agroecoldgico y el convencional del suelo, al igual que los resultados de Shannon et al. 2002 y

Ordofiez (2017) que estudiaron la diversidad microbiana en ambos sistemas de manejo de suelo.

Para la extraccion de las muestras fueron tomados estudios de Frioni (2006), Rojas et al. (2013),
Ordofiez (2017), Condori et al. (2019) y Marcos et al. (2019), donde es considerada a la rizésfera
como el lugar de mayor abundancia de microorganismos, debido a que es ahi donde interactdan
la mayoria de procesos bioldgicos y quimicos entre microrganismos, nutrientes y plantas. Con
base a eso, y la metodologia recomendada por Samaniego & Chew (2007), Schweizer (2011) y
MINAM (2014) se extrajeron las muestras a una profundidad entre 0-30 cm., y a una distancia

de 50 cm de la planta.

Higa & Wididana (1991) establecen que en suelos con un alto contenido de materia orgénica
estardn colonizados por microorganismos benéficos y dafiinos, formando asi la abundancia
bidtica de los suelos, como lo mencionan Calvo et al. (2008), Franco (2009), Ortiz (2010),
Salazar & Ordofiez (2013) Crespo (2013), Moreno et al. (2013), Argiiello & Moreno (2014) y
Lépez et al. (2015), dicha abundancia es medida en estos estudios como Unidades Formadoras
de Colonias (UFC), que para bacterias, es normal encontrar de 10°a 108 UFC por gramo de
suelo, para hongos los rangos normales entre 10° a 108 UFC por gramo de suelo seco. En este
estudio, los datos obtenidos estuvieron en rangos normales de suelos agricolas como lo
menciona Arguello & Moreno (2014); en la Montaiiita las bacterias se encontraron en 4x10°
UFC, en San Andrés 4x10° UFC y para hongos 2.53x10* y 2.5x10° respectivamente.

Para llevar a cabo la identificacion de los microorganismos como bacterias y hongos autores
como Hartmann et al. (2014), Pershina et al. (2015), Leyva et al. (2017), Ordofiez (2017),

Condori et al. (2019), Marcos et al. (2019) utilizaron técnicas moleculares para la extraccion de
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ADN, a diferencia de las técnicas tintoriales y bioquimicas que se utilizaron en este estudio,
logrando asi, identificarlas hasta familia bacterianas y hasta géneros fungicos.

De las 235 cepas aisladas, 129 fueron bacterias y 106 fueron hongos microscépicos, de las cuales
el porcentaje de cepas bacterianas se distribuye en: 44% del grupo de las denominadas
actinomicetos bacterias filamentosas esporuladoras Gram positivo, 33% de bacterias Gram
negativo y 23% de bacterias Gram positivo, resultados que concuerdan con diversos estudios
como el de Mau et al. (2011), la variacion de la diversidad de bacterias esta influenciada como
lo menciona Gonzalez (2010), Mau et al. (2011) y otros estudios similares en la influencia de
los factores como pH, humedad relativa y las condiciones nutricionales. Cabe destacar los
beneficios obtenidos por la planta con la presencia de bacterias rizosféricas como los
actinomicetos: gracias a ellos la planta tolera mejor el estrés y favorecera el desarrollo, asi como

lo menciona Argello et al. (2016) y Condori et al. (2019).

En estudios recientes, a los actinomicetos se les agrupa entre los Promotores de Crecimiento
Vegetal, gracias a la infinidad de beneficios causados a la planta, como la produccion de auxinas
y giberelinas (Reyes et al. 2015, Condori et al. 2019), ademas, son controladores biol6gicos,
una de ellos es el género Streptomyces spp. aislado por Gonzélez (2010) y Condori et al. (2019)
donde demostro gran influencia antagonica sobre Meloidogyne spp. que causa grandes pérdidas

econdmicas en hortalizas, plantas medicinales, frutales, entre otras.

Otros géneros como Actinomyces y Nocardia son reportados como productores de sider6foros
(Aguado et al. 2012). Muy probablemente estos géneros se encuentren en las familias reportadas
en este estudio, donde la familia Actinomycetaceae presentd 6 cepas, la familia Nocardiaceae
10 cepas y la familia Streptomycetaceae 3 cepas. Todas las familias destacadas por diversos
autores como organismos de gran importancia en los suelos por producir metabolitos
secundarios que confieren a las plantas beneficios en su desarrollo. Similar dato de los
Streptomyces que fueron reportados por Soroa et al. (2009) con una poblacién menos abundante

con un 2% en su estudio.
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En relacion al grupo de las bacterias Gram negativas se encontraron 42 cepas caracterizadas
morfolégicamente en las familias Moraxellaceae (11%), familia Neisseriaceae (6%), familia
Enterobacteriaceae (3%), familia Pseudomonadaceae (2%) y familia Yersiniaceae (1%), de las
42 cepas 37 tenia morfologia de coco, 5 cepas de bacilos y 11 cepas con morfologia cocoidal
que no pudieron ser identificadas, Rojas et al. (2013) present6 datos similares en cuanto a la
morfologia, ellos encontraron 24 especies de Neisseria, 8 especies de Moraxella, y 7 especies
de Acinetobacter, algunas especies patdgenas y comunes en el suelo, pero que su presencia en
el agua y suelo puede estar relacionada con el reciclamiento de los nutrientes. Entre las bacterias
Gram negativas como promotoras de crecimiento vegetal se encuentra Pseudomonas spp.

reportadas por Aguado et al. (2012) y Soroa et al. (2009) como productoras de sider6foros.

Arglello & Moreno (2014) destacan la importancia de las bacterias Gram negativas como
fijadoras de Nitrogeno y con gran potencial biofertilizante, entre las familias reportadas en este
estudio estan las Enterobacterias.

El grupo de bacterias Gram positivas presentd menor abundancia en los dos sitios de estudio, se
aislaron y purificaron 30 cepas, que pertenecen las familias: Staphylococcaceae 15 cepas,

Enterococcaceae 13 cepas, Bacillaceae y Lactobacillaceae con 1 cepa cada una.

Pérez & Chamorro (2013) y Porcel (2017) expresan que la diversidad de Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (PGPBSs) en la rizsfera varia en gran medida segun el tipo de planta,
suelo y de los nutrientes disponibles, entre la mas conocida se encuentran el género Bacillus
spp., que es uno de los grupos mas estudiado y de mayor uso como agente de biocontrol
(Rhizoctonia solani, Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. y Sclerotium rolfsii) por la
capacidad colonizadora en raices y la capacidad efectiva de esporulacion, representando una
alternativa a una variedad de fungicida; ademas es reportada por Cubillos (2009) como bacteria
que participa durante el proceso de desnitrificacion en el ciclo del Nitrogeno. En este estudio la
familia Bacillaceae esta presente con el aislamiento de una cepa en el sitio San Andrés, mientras

que el estudio de Soroa et al. (2009), fue una poblacién dominante con el 19%.

Ciertos microorganismos como Lactobacillus por la baja disponibilidad del hierro en el suelo
se han adaptado a utilizar otros metales con menos problemas de adquisicion que el hierro y

debido a eso no es catalogado como productor de sideroforos (Aguado et al. 2012). En el estudio
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de Cubillos (2009) los géneros Bacillus y Lactobacillus fueron reportados que presentan la
capacidad para degradar hidrocarburos. La familia Lactobacillaceae esta representada por una

cepa aislada en el sitio San Andrés.

En el proceso de aislamiento e identificacion de los hongos se encontraron géneros que son
agrupados por Ortiz (2010) como lignoliticos y con actividad peroxidasa en suelos agricolas:
Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Cladosporium spp., Beauveria spp.,
Chaetomium spp., y Trichoderma spp., 7 especies de 9 que el autor reporté en su estudio.
Ademas, Uribe & Melgarejo (2012) y Cabrera (2000) los describen como organismos capaces

de hidrolizar la celulosa y la hemicelulosa.

En cuanto a la clasificacion de hongos fitopatdgenos se encontraron algunos géneros como:
Alternaria spp, Fusarium spp., reportados también por Agrios (2005), Tapia & Amaro (2014) y
Reyes et al. (2015) causando enfermedades como marchitez en las hojas, disminucion de la
produccion. Ademas, se aislé el género de Cladosporium spp., Pythium spp., Phytophthora sp.,
descrito por Arias & Jerez (2008) como géneros de gran relevancia por su capacidad para atacar
diversos cultivos, por las lesiones representativas, el dafio generado a la planta y su facilidad de
propagacién. Sin embargo, estudios realizados por Soler et al. (2012), Salazar & Ordofiez
(2013), Pérez & Chamorro (2013), Reyes et al. (2015), Evangelista et al. (2007), Parada et al.
2017, y Diaz et al. (2018) reportan que estos géneros fitopatdgenos son biocontrolados en su

mayoria por el grupo de actinomicetos que secretan ciertos metabolitos antifingicos.

Suérez & Rangel (2013), identificaron en su estudio el potencial biolégico antagénico de los
géneros como Trichoderma spp., Gliocladium spp. y Paecilomyces spp., contra Moniliophthora
rorei, resultando como grandes controladores, ademas menciona a géneros de bacterias como
Bacillus spp. y Micrococcus spp., cepas aisladas de cultivos de cacao que también fueron
identificadas en este estudio. Cabe mencionar que género Paecilomyces spp., se encontrd

unicamente en el sitio de La Montafita con 3 cepas.

Ademas, en el estudio de Soler et al. (2012) describe a Trichoderma spp. como un PGPBs que
puede contribuir sustancialmente a la promocion de crecimiento vegetal, y Frioni (2006)
menciona que este géenero produce muchos metabolitos activos, y el género Gliocladium spp.,

producen varios metabolitos como patulina y pioluteorina.
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Muchas enfermedades del cacao son inducidas por la presencia de hongos, por ejemplo,
Phytophthora spp. es el causante de “la mazorca negra” que produce manchas pardas a negras
en todo el fruto y al llegar a la semilla la pudre en su totalidad. Moniliophthora spp. causa dos
enfermedades al cacao que son la escoba de bruja y la moniliasis, la primera infecta diferentes
tejidos de la planta, reduciendo su crecimiento, produce necrosis en la planta, junto con la
moniliasis causa perdidas totales en todo el cultivo. No obstante, en este estudio solo se reporta

el género Phytophthora spp.

Como datos finales, estudios de Sanchez (2015), Shannon et al. (2002) y Ordofiez (2017),
sefialan no encontrar diferencias estadisticamente significativas entre las parcelas de manejo
convencional y organico en el cultivo de cacao, en contexto, similares resultados fueron los
obtenidos en este estudio en la comunidad de bacterias debido a que los valores fueron similares
en los andlisis realizados, en el indice de diversidad de Margalef se obtuvo un valor de 2.96 en
San Andrés, en la Montafiita 3.05 de riqueza, ademas, en el indice de Shannon-Weiner se obtuvo
en San Andrés un valor de 2.29, en la Montafiita fue un dato de 2.07. Para el caso del indice de
Simpson no hubo mayor diferencia, en San Andrés un valor de 0.88, y en la Montafiita se con
un dato de 0.81. Ademas, se midieron indices de similitud, con Jaccard se obtuvo un valor de
0.59, Sorensen con un valor de 0.74, ambos resultados muestras similitud moderada entre los
sitios, y un valor de complementariedad de 0.41, que resulta en cuanto a la composicién de

especies, son poco similares.

En el caso de la diversidad de hongos, los valores obtenidos si muestran dicha diferencia
estadisticas en ambos sitios, en el indice de diversidad de Margalef se obtuvo para San Andrés
1.97, y para La Montafiita se obtuvo 3.52. El indice de Shannon-Weiner para San Andrés dio un
valor de 1.78, y para La Montafiita un valor de 2.32. El indice de Simpson en San Andrés un
valor de 0.79, y para La Montafiita un valor de 0.86. Se puede concluir que el sitio mas diverso,
con mayor abundancia y riqueza de hongos fue la Montafiita, y cabe destacar también la
presencia de la mayor abundancia de hongos controladores. Ademas, se midieron indices de
similitud, con Jaccard se obtuvo un valor de 0.50, Sorensen con un valor de 0.67, valores que
expresan la disimilitud de especies entre los dos sitios, y un valor de complementariedad de

0.50, valor mediamente diferente en composicion de especies.
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X. CONCLUSIONES.

Los resultados de los pardmetros fisicoquimicos que se analizaron (pH, humedad, temperatura
y textura) en este estudio, muestran que ambos sitios de estudio presentan condiciones
fisicoquimicas 6ptimas para el desarrollo de los microorganismos encontrados, como bacterias,
actinobacterias y hongos, reportando un total de 235 cepas de microorganismos bajo las
condiciones antes mencionadas. Con mayor relevancia los resultados en las variaciones de pH
que mostraron no influir en el nimero de organismos rizosféricos presentes en las muestras, es
posible debido a que los microorganismos aislados crecen mejor en un pH neutro (7), sabiendo

que no es un valor 6ptimo para otros microorganismos.

Los datos obtenidos de las UFC de cada sitio de estudio son altos, encontrandose en los rangos
normales para suelos agricolas, lo que demuestra la abundancia de microorganismos del suelo
presentes en esta investigacion. Sin embargo, en el sitio “La Montafiita” con un manejo de suelo
agroecoldgico fue ligeramente mayor, en comparacion al sitio de San Andrés con un manejo de
suelo convencional. Por lo tanto, la diferencia en el manejo agronémico utilizado en cada sitio

no ha sido significativo.

La obtencidn de las muestras en la zona rizosférica pudo evidenciar la diversidad y abundancia
encontrada en cada sitio, en las bacterias el grupo de los actinomicetos fue el mas abundante en
ambos sitios de muestreo, cuyas familias Micrococcaceae y Moraxellaceae representaron el
mayor porcentaje. En los hongos, los géneros mas abundantes fueron Penicillium spp vy
Aspergillus spp._Estas cepas de microorganismos son los ejemplares mas comunes aislados de

los suelos tanto con ecosistemas naturales como con sistemas agricolas.

Los sistemas agricolas influyen en gran medida sobre los organismos del suelo, como: en su
actividad y biodiversidad, sin embargo, a pesar de las diferencias en el manejo agronémico
utilizado se lograron aislar e identificar microorganismos que se encuentran presentes en ambos
sitios, posiblemente se deba a las condiciones similares que mostraron los analisis fisicos-
quimicos realizados. No obstante, se encontraron algunos microorganismos que no estan
presentes en uno de los dos sitios, dada la posibilidad que algun factor pudo influir en la

presencia o ausencia de estos microorganismos.
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Entre los factores registrados en esta investigacion podemos decir que el pH més &cido de San
Andrés limité el crecimiento de hongos microscopicos, sumado a ello la temperatura mas calida
del area, estos factores son influenciados principalmente por el tipo de manejo agronémico, que
a su vez condiciona los factores, fisicos, quimicos y bioldgicos, es decir, al adicionar al suelo
quimicos, estos favorecen el crecimiento de algunas cepas resistentes a estos cambios,
adecuando también, un ambiente para la abundancia de estos, por lo que al no existir una
competencia por nutrientes muchos microorganismos no creceran, conllevando asi a un declive
de la biodiversidad, a una escases de nutrientes producidos por estos microrganismos

inexistentes, al empobrecimiento de los suelos y por tanto a las plantas.

Los microorganismos aislados e identificados en esta investigacion, estan descritos en diversos
estudios similares sobre biodiversidad microbiana del suelo en ecosistemas naturales, aunque
son pocos en sistemas agricolas, por lo tanto, se convierte en gran aporte para el rubro de la
agricultura. Entre los microorganismos patdgenos para el cultivo de cacao se encuentran:
Alternaria spp., Fusarium spp., Pythium spp., Phytophthora spp. y bacterias de la familia
Pseudomonadaceae, y como microorganismos benéficos por su capacidad de biocontrol, los
géneros: Trichoderma spp., Beauveria spp. y Paecilomyces spp., ademas bacterias de la familia
Bacillaceae, Lactobacillaceae, y el grupo de las Actinobacterias, responsables mayormente de

la produccién de metabolitos secundarios importantes para el biocontrol de patégenos fungicos.

Los resultados del analisis de diversidad para la comunidad bacteriana en cada sitio de estudio,
mostraron que no hay diferencias significativas entre ambos lugares, concluyendo que ambos
lugares son igual de diversos en riqueza, lo que sustenta a la vez los analisis fisicos-quimicos
no influyeron en la diversidad presente en ambos sitios. Aungue los valores mostrados en La
Montafiita con manejo agroecoldgico fueron ligeramente superiores a los valores obtenidos para

San Andrés con manejo convencional.

El analisis de diversidad para la comunidad de hongos en cada sitio de estudio, mostraron una
diferencia significativa en entre los dos sitios de estudio, concluyendo que el sitio de la
Montafiita es el sitio de estudio mas diverso en riqueza de especies. Los valores reportados para
La Montafita son superiores a los valores descritos de San Andrés. Ademas, el coeficiente de
Jaccard en cuanto a la similitud de especies entre ambos sitios da un valor medio que indica que

ambos sitios comparten la mitad de las especies reportadas.
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Con base a los resultados obtenidos en este estudio, podemos afirmar que el area de
investigacion de la Montafiita que representd el tipo de manejo agronémico organico, posee un
suelo mas rico en biodiversidad, lo que se traduce a un suelo mas rico en nutrientes, debido a
que cada una de las especies presentes funge su papel fundamental en el ecosistema, siendo
parte del gran equilibrio natural de los suelos, proveyendo asi, de esta gran cantidad de nutrientes
a las plantas. Ademas, en esta area se aislo la mayor cantidad de microorganismos registrados
por otros autores como biocontroladores, que limitan la posibilidad de enfermedades para el

suelo y para las plantas ya que mantienen controladas a las cepas identificadas como patogenos.

En cambio, el area de San Andrés, ha resultado en un suelo empobrecido por el tipo de manejo
agronomico utilizado, en donde, a pesar de registrar la mayor abundancia de cepas y de UFC,
esto se distribuyd en unos pocos aislados, en donde muchas de las cepas fueron identificadas
por su abundancia en suelos agricolas que han sido alterados, demostrando que el equilibrio

quimico ha influenciado grandemente en el equilibrio biolégico.
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Xl. RECOMENDACIONES.

Implementar pruebas bioquimicas méas especificas posibles y profundizar los estudios a nivel
molecular para apoyar la identificacion hasta géneros de poblaciones bacterianas y fungicas
como posibles candidatos como agentes biofertilizantes en la promocion de crecimiento vegetal

y para analizar sus posibles capacidades para producir diversos metabolitos secundarios.

Realizar estudios méas profundos para la identificacion de las bacterias enddéfitas ya que son otro
grupo importante que actian, como agentes de biocontrol de patégenos que causan
enfermedades de importancia econdmica en diversos cultivos y que en diversos estudios se
puede observar que el mejoramiento del desarrollo de la planta y el aumento de la tolerancia de
los cultivos frente al estrés, son algunos de los beneficios que estas bacterias presentes en los

cultivos pueden aportar a la agricultura.

Promover la investigacion para demostrar la capacidad que poseen los actinomicetos y otros
microorganismos para mejorar el crecimiento de plantas, mediante la produccion fitohormonas
como el &cido indol acético y con una alta capacidad para produccion de sideroforos,
aprovechando las fuentes de hierro, ya que es uno de los microelementos esenciales para
practicamente todos los seres vivos, en este caso, para las poblaciones microbianas, enfatizando

sus aplicaciones como una alternativa biologica que no es nocivo para el medio ambiente.

Para los productores de cacao en el pais y con base en los datos obtenidos en esta investigacion

se recomienda un manejo organico de sus cultivos.

Incentivar en las nuevas generaciones la investigacion como lo plantean los grandes fildsofos
Kant y Fichte, para consolidar una mejor y buena relacion del ser humano y el medio que le

rodea.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas para identificacion morfologica de colonias. Tomado de Google

imagenes.

Caracteristica Descripcion

Color. . ) . ” .
Puede ser debido al medio de cultivo o a la produccién de pigmento.

Forma: . . N . -
Las colonias puntiformes son tan pequefias que no se pueden describir las otras caracteristicas.

Bordes: ) )
Se refiere al extremo de la colonia.

Elevacion: ) . . -
Se refiere a la forma que toma la colonia en relaciona la superficie del agar.

Superficie. ) o .

P Se refiere a la apariencia de la colonia.
Aspecto: ]
P Puede ser himedo o seco.
Luz reflejada: .
) Puede ser brillante 0 mate.
Produccion de pigmento. ) . . ) )
P9 Se refiere al pigmento sobre la colonia o cuando este difunde por el medio.

Consistencia. . .

Puede ser dura, suave, mucoide o friable.

Anexo 2. Imagen de referencia para identificacion de morfologia de colonias. Tomado de

Google iméagenes.

Forma Borde Elevacion Superficie
Puntiforme Entero
Plana ~— | Lisa o rugosa
Circular
Ondulado Elevada s | Mate o brillante
Rizoide Convexa . | Secao cremosa
Lobulado
Irregular Crateriforme i Invasiva o
superficial
Filamentosa . Filamentoso Acuminada .
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Anexo 3. Guia resumen para la determinacion al tacto para diferentes clases texturales.

LAUIE

Tomado del libro de Frioni (2016).

Apariencia y sensacion

Suelo seco

Suelo himedo

Suelta granos simples que se No se puede formar una bola (se disgrega).
sienten asperos. Cuando se aprieta | No forma cinta cuando se pasa entre el dedo
Arenosa el suelo entre los dedos, la masa pulqar e indice. Sensacion al tacto: Muy
se desintegra. aspera
Semejanza: Arena de construccion
Al tacto es aspero pero con la Forma una bola que se disgrega cuando se
sensacion de presencia de toca. No forma cinta cuando se pasa entre el
particulas mas finas. Si se deja dedo pulgar e indice. Al tacto es aspero. Al
Arenosa | caer se dispersan particulas muy secarse el suelo en los dedos se observa un
franca | finas que las vuela la brisa o el color beige o blanquecino.
viento.
Semejanza: Suelos tipicos en médanos y dunas
Se rompe facilmente. Al principio Forma una bola que permite una
la textura aparece suave, pero a manipulacion cuidadosa sin romperse.
medida que se frota, empieza a Forma una cinta de hasta 3 cm de largo.
Franco | dominar una sensacion arenosa. Cuando se frota entre los dedos pulgar e
arenosa indice es suave al principio pero al frotar
domina una sensacion mas aspera
Semejanza: Material de bordos de canales (por efecto de la monda)
Los agregados se rompen bajo Forma una bola que puede ser manipulada
presion moderada. Los terrones suavemente sin que se desintegre. Forma
pueden ser firmes. Cuando se una cinta de hasta 3 cm de largo. Al tacto no
Franca | b iveriza, la sensacién al tacto no | se percibe ni suave ni aspero.
es ni suave ni aspera que se torna
arenosa a medida que se frota.
Los agregados son muy firmes, Forma una bola que puede ser manipulada
pero se pueden romper bajo sin que se rompa. Forma una cinta de hasta
e presion moderada. Los terrones 3 cm de Iargo.puando se frpta entre el
. son de firmes a duros. Cuando el pulgar y el indice la sensacion es suave.
limosa | syelo es pulverizado, la sensacion
al tacto es suave similar al talco o
la harina.
Agregados muy firmes y duros, Un molde de este suelo es muy maleable. Se
resistentes a dejarse romper con la | puede formar una cinta de hasta 5 cm de
Franco | Mano. Cuando se pulveriza,’ el !argo Cuando se frqta entre el pulggr y el 7
suelo presenta una sensacion indice, forma una cinta que no se siente ni
arcillosa | 4spera al tacto, debido a los suave ni aspero.
pequenos agregados que
persisten.
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