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RESUMEN

La presente investigacion se realizo en la Universidad Técnica de Cotopaxi sector Salache a
una altura de 2747 m.s.n.m con 78° 37'28" de longitud oeste y 0° 59' 60" de latitud sur con el
objetivo de identificar microorganismos mediante la captura en dos terrazas agricolas. Se
aplicd una hipotesis estadistica para evaluar medias mediante una prueba T y realizar una
comparacion de dos terrazas de banco en la cual se determina si existe diferencia significativa.
Para evaluar estadisticamente los datos obtenidos en el experimento, se realizd una
cuantificacion de hongos y bacterias del suelo posteriormente se empled una prueba T y la
relacion de fuentes de varianza significativa. La investigacion expresd los siguientes
resultados: la terraza agricola nimero ocho tuvo mayor significancia, ya que produjeron los
mejores resultados de colonizacion de microorganismos en base a Trichoderma, Aspergillus,
Beauveria, Alternaria, Fusarium y Botrytis obteniendo porcentajes de colonizacién del
77,93% en la terraza agricola ocho y con 60,18% para la terraza siete con lo que respecta a
hongos con medios de cultivo agar de papa dextrosa (PDA), siendo asi también con un alto
porcentaje de colonizacién para bacterias localizadas los géneros Bacillus, Micrococcus y
Clostidium del 171, 18% para la terraza agricola nimero ocho y 130,31% para la terraza
agricola siete con medios de cultivo agar plate count (PCA).

Palabras claves: microorganismos, comparacion, identificacion.
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THEME: “IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS THROUGH CAPTURE IN
TWO AGRICULTURAL TERRACES IN CAMPUS SALACHE, LATACUNGA,
COTOPAXI”

AUTHOR: Sanchez Riofrio Christian David
ABSTRACT

The current reserch was made at the Cotopaxi Technical University, Salache sector, at a 2747
height m.a.s.l. with 78° 37'28" west longitude and 0° 59' 60" south latitude, with the aim at
identifying microorganisms by capturing on two agricultural terraces. It was applied a
statistically hypothesis to assess means, throungh a T test and to make a comparison two
bench terraces, which it is determined, if there is a significant difference. To statistically
assess the got data in the experiment, it was made a soil fungi and bacteria quantification,
subsequently, it was used a T test and the significant variance sourses relationship. The
research expressed the following results: the agricultural terrace number eight had greater
significance, since they produced the microorganisms colonization best results based on
Trichoderma, Aspergillus, Beauveria, Alternaria, Fusarium and Botrytis, getting 77.93%
colonization percentages in to agricultural terrace eight and with 60.18% for the terrace seven
with regard to fungi with media crop agar (PDA) of potato dextrose, thus also, having a
colonization high percentage of the localized bacteria from genera Bacillus, Micrococcus and
Clostidium of 171, 18% for agricultural terrace number eight and 130.31% for agricultural

terrace seven with media crop agar (PCA) plate count.

Keywords: microorganisms, comparison, identification.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

La presente investigacion se elabor6 en las terrazas de banco nimero 7 y 8 del Campus
Salache de la Universidad Técnica de Cotopaxi ubicado en el cantdon Latacunga, con el
proposito de identificar microorganismos mediante la captura en dos sistemas agricolas. Para
la ejecucion de este proyecto se tomd en cuenta la relacion o grado de asociacién entre
variables independientes, la investigacion tuvo como finalidad identificar microorganismos
mediante su captura, como Fusarium, Botrytis, Alternaria, Beauveria bassiana, Trichoderma
ssp, Asperguillus ssp, Bacillus, Micrococcus, Serratia, esto se logré con la ayuda de las
trampas de arroz aplicadas con melaza mediante una correcta aplicacion, una vez colocada las
trampas en sus diferentes sitios transcurrid 8 dias estas fueron recogidas y se realizé la
identificacion mediante procesos de cultivo en el laboratorio para este transcurso se utilizd
agar nutritivo y agar PDA. Mediante la utilizacion de agar nutritivo PCA y PDA se realizé un
medio de cultivo con disoluciones de muestras de suelo (32 muestras) obtenidas de las
terrazas 7 y 8 que nos permitié obtener el nimero de colonias de microrganismos en las dos
terrazas en la cual se obtuvo grandes diferencias debido a que la materia orgéanica no es la
misma en las dos terrazas.

Los datos obtenidos de la cuantificacion de hongos y bacterias fueron analizados con la
prueba ""T" de Student para determinar si hay una diferencia significativa entre las medias de
los dos grupos.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
La presente investigacion demuestras que existen diferentes précticas agricolas, como la

desinfeccién de suelos o la aplicacion de biocidas, estos acaban con las colonias de



microorganismos, dejando un suelo empobrecido y un sistema radicular débil y poco
desarrollado, esto se traduce en un menor desarrollo de la planta, menor produccion y peor
calidad de los cultivos a mas de eso los agricultores se vuelven dependientes a los

agroguimicos.

A su vez nos encontramos con suelos pobres y poco fértiles, esto ocurre, en gran parte, porque
apenas existen colonias de microorganismos Por ello, si desinfectamos el suelo, debemos
colonizarlo y si lo destruimos, debemos regenerarlo y revitalizarlo por medio de este proyecto
podemos conocer la diversidad de los suelos y a su vez utilizar los microrganismos con
productos organicos como bioles o para acelerar la descomposicion de compost etc. Los
efectos de los microorganismos en el suelo, permanecen enmarcados en el mejoramiento de

las propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y eliminacion de patologias.

En el Ecuador, cada vez se habla con mas insistencia sobre los inconvenientes que nace en el
area agricola como es el precipitado deterioro del suelo que conduce a un proceso de
infertilidad seguido de una creciente complejidad para renovarlo, que también conlleva la
pérdida microbioldgica del suelo los cuales son un ente primordial en la igualdad y nutricion
del mismo. La diversificacion bioldgica resultante de los sistemas organicos se incrementa la
igualdad del ecosistema agricola y ofrece custodia contra la tension ambiental, lo cual
paralelamente se incrementa la funcion de recuperacion del recurso suelo degradado.

En tal sentido, una opcion para mejorar la fertilidad de los suelos tienen la posibilidad de ser
los Microorganismo Eficientes, los mismos que son un cultivo microbiano mixto, de especies
seleccionadas de microorganismos benéficos, que inoculados al suelo contribuyen a restaurar
la igualdad microbiano, frecuentemente deteriorado por las malas practicas de desempefio
agronomico; dichos paralelamente contribuyen a agilizar la descomposicion de los
desperdicios organicos en el suelo, lo que aumenta ademas la disponibilidad de nutrientes

para las plantas.

Debido a esto los agricultores podrian beneficiarse al encontrar en los microorganismos
eficientes numerosas aplicaciones agricolas debido a que funcionalmente favorecen la
germinacion de semillas, incrementan la floracion, aumentan el crecimiento y desarrollo de
los frutos, incrementan la biomasa, garantizan una reproduccién exitosa en las plantas,
mejoran la estructura fisica de los suelos, incrementan la fertilidad quimica de los mismos y

suprimen a varios agentes fitopatdégenos causantes de enfermedades.



El exceso de plaguicidas en la agricultura ocasiona un gran dafo al medio ambiente a la salud
de las personas, al consumir el alimento con alto contenido de quimicos por lo que surgi6 este
proyecto de La agricultura orgénica el cual constituye una parte importante del sector agricola
por sus ventajas ambientales y econdmicas, lo cual nos lleva a pensar que dia a dia mas
personas se dan cuenta de lo importante que es consumir alimentos sanos, libres de residuos

que la agricultura convencional no les proporciona.

De igual manera los agricultores ven que en un corto plazo sus sistemas tradicionales de
cultivo seran cada vez menos sostenibles debido a su alta dependencia de insumos, por lo que
la agricultura organica se presenta como una opcidn interesante, sin embargo, es fundamental

una adecuada fertilidad del suelo para asegurar una produccion de calidad.

Segun los inconvenientes que inciden, nace la necesidad de fomentar y llevar a cabo
novedosas practicas y tacticas referentes a técnicas de cultivo sustentables, un modo
innovador es la utilizacion de microorganismos eficientes en abonos organicos, dichos
ayudaran a optimizar su potencial nutricional, a restituir la estabilidad del suelo, promover la
inmediata descomposicion de los desperdicios organicos actuando como biofertilizantes,
eliminando macro y microorganismos. De ahi la importancia de aislar e identificar

microorganismos benéficos en dos sistemas agricolas en el Campus Salache.
4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1. Beneficiarios directos

Docentes y Estudiantes de la Carrera de Ingenieria Agrondmica de la Universidad Técnica de

Cotopaxi y sectores priorizados.

4.2. Beneficiarios indirectos

Personal de los sectores agricolas.

5. PROBLEMATICA

El mundo de la agricultura se ve afectada debido al uso indebido de la mecanizacion agricola,
y de los agroguimicos, entre ellos tenemos plaguicidas y los propios fertilizantes quimicos
sintéticos, ocasionando impactos negativos en el suelo de cultivo donde existe mayor
problema de erosion, ademas del desgaste fisicos perdida de la base nutricional y humica,



como la actividad microbiana, comprometiendo su fertilidad y productividad, en detrimento
de la seguridad y soberania agroalimentaria.

En el Ecuador entre las causas méas frecuentes de las pérdidas econdmicas en el sector
agricola, se encuentran las enfermedades de origen bacteriano y fungico del suelo. En un
intento por dar solucion, los agricultores (sin tener un adecuado conocimiento de los
microorganismos nocivos o benéficos existentes), han usado pesticidas y biocidas, los cuales
producen desbalances en el suelo y otras consecuencias dentro de la biodiversidad natural de
los cultivos. La posibilidad de evaluar la salud de un suelo a través de su riqueza y variedad
de microorganismos es factible, pero se puede constatar que las técnicas moleculares en
Ecuador estan en pleno desarrollo y todavia no es posible obtener resultados cuantitativos y
cualitativos. Actualmente, existen pocos institutos que se dedican a la identificacion de
microorganismos. Uno de ellos es el Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias del Ecuador (INIAP), el cual emplea técnicas morfol6gicas para la
identificacion de bacterias en la parte aérea y de suelo.

Las regiones secas de nuestro pais son de enorme relevancia para la conservacion y el
mantenimiento de la base natural y los procesos bioldgicos que muestran, ademas constan de
un enorme conjunto de especies y microorganismos son catalogados como unicos por su
capacidad de habituacion a las condiciones climaticas adversas que ahi suceden. Por estas
causas, es fundamental conservar y mantener estas regiones o empezar procesos de

recuperacion de la cobertura natural de las regiones enormemente degradadas.

Los efectos negativos que afectan al suelo para todo tipo de cultivo segin (Gémez, 2019) se
acentla en la sierra ecuatoriana debido a multiples factores adversos como el minifundio,
nivel de pendiente, la dependencia total o parcial de insumos cambio de sistema de
produccion de cultivos asociados a monocultivos, reduccion de las especies cultivadas y
deficientes practicas de conservacion de suelos y por altimo la falta de politicas e incentivos
para la conservacion del ambiente, afectando gravemente a que los cultivos puedan
desarrollarse. Las practicas de monocultivo utilizadas en la mayoria de zonas agricolas
ocasionan serios dafios en el suelo donde principalmente se disminuye la diversidad de la
flora microbiana; ademas el uso de fertilizantes quimicos no solo contamina el suelo sino
también disminuye la actividad metabdlica de los microorganismos nativos. En el Ecuador la
intervencién ha ocasionado este tipo de efectos negativos, por eso se ha comenzado a

implementar sistemas agroforestales los cuales promueven la siembra de policultivos la



utilizacion de abonos orgéanicos que contribuyen a la recuperacion de suelos como su
conservacion. En el pais, en el 2020, mas del 79% del area utilizada para cultivos transitorios
empled insumos quimicos para la produccion. En relacion a los costos en que incurrieron los
campesinos y conforme con la encuesta de FIAN Ecuador, el 41% de quienes generan arroz,
refiere que los costos en agrotoxicos permanecen en el rango entre 20% y 40% del precio total

de produccion. Un 10% de encuestados, sugiere que el gasto podria conseguir hasta el 60%.

Los microorganismos eficaces comerciales tienen costos elevados, es por ello que se fomenta
el uso de microorganismos eficaces naturales como una buena practica ambiental en la
produccién de abono bocashi debido al bajo costo que presentan, en el Ecuador el
aprovechamiento de dichos microorganismos es precario debido a la carencia de
investigaciones. La falta de conocimiento por parte de los pobladores de la provincia de
Cotopaxi hace que la productividad agricola se implemente solo con insumos agricolas por
tanto es primordial establecer y fomentar el estudio y aplicacion de microorganismos eficaces
naturales en el proceso de produccién de abono y se utilice en la agricultura como base
fundamental en el cuidado de los cultivos, suelo y salud (Casa & Clavijo, 2018).

El microbiota del suelo cumple un papel muy importante en el mantenimiento de la fertilidad
y productividad del mismo, los microorganismos son los encargados de la disponibilidad,
retencion de nutrientes al igual que de los procesos de descomposicion de materia orgénica.
Conjuntamente, los microorganismos hacen parte de los atributos biolégicos del suelo, los
cuales son altamente sensibles a los cambios en las condiciones que se presenten, ayudando
también a determinar el efecto del manejo de su sostenibilidad; por ello al evaluar una
comunidad microbiana como los actinomicetos se puede monitorear el estado de un suelo

determinado.

Las consecuencias ecologicas de la pérdida de biodiversidad han despertado considerable
interés y controversia durante la Gltima década. Se han logrado importantes avances en la
descripcion de la relacion entre la diversidad de especies, los procesos de los ecosistemas, en
la identificaciébn de especies funcionalmente importantes y en la revelacion de los
mecanismos subyacentes. Sin embargo, existe incertidumbre sobre como los resultados
obtenidos en experimentos recientes se amplian a niveles regionales, de paisaje, se
generalizan a través de tipos y procesos de ecosistemas. Probablemente se necesite un mayor

namero de especies para reducir la variabilidad temporal en los procesos de los ecosistemas



en entornos cambiantes. Un importante desafio futuro es determinar como interactian la
dindmica de la biodiversidad, los procesos de los ecosistemas y los factores abioticos (Vega
Acosta & Diaz, 2016).

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General:

e Identificar microrganismos mediante la captura en dos terrazas agricolas en el campus

Salache.

6.2 Objetivos Especificos:

e Establecer el niumero de colonia de microorganismos identificados en dos terrazas
agricolas 7y 8.
e Determinar si existe variacién significativa de la poblacion de microorganismos en dos

terrazas agricolas 7 y 8.

7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION CON LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS.

OBJETIVO ACTIVIDAD RESULTADO MEDIO DE
VERIFICACION

Establecer el | Identificar Disponer de la
namero de | microorganismos informacion actual
colonia de | mediante la captura. del area de cada

Fotografias

microorganismos una de las terrazas

Se realiz6 un medio de

identificados en | . \iv0 con PDA y | Para la  debida Matrices
dos terrazas | p~ 5 captura de Facturas
agricolas 7y 8. microorganismos.
Disolucion de suelos
Elaboracion de

para cuantificacion de

microrganismos. trampas de arroz

para la  debida




Siembra de | captura de

microrganismos. microorganismaos.

Recopilacion de datos. | Captura de
microorganismos a

los 8 dias.

Microorganismos

identificados.

Captura de

microorganismos a

los 8 dias.
Determinar si | Determinar  mediante | Porcentaje de
existe variacion | una prueba T de | invasidn de

significativa de la | Student  si  existe | microorganismos.

poblacion de | significancia en la Comparacion  de Fotografias
microorganismos | variacion de | 4os terrazas Mati

: , atrices
en dos terrazas | microorganismos. agricolas.

agricolas 7y 8. Creaciéon de matrices

para la tabulacion de

los datos.

Fuente: (Sénchez, 2022)




CAPITULO 1l

8. FUNDAMENTACION CIENTIFICA TECNICA

8.1 Agricultura organica

Los crecientes niveles de deterioro de los ecosistemas han obligado a la sociedad a buscar
alternativas de produccion méas amigables con el medioambiente. La produccion
silvoagropecuaria, no ajena a este problema global, ha generado alternativas sustentables y
ecoldgicas, destacando la Agricultura Orgénica con un creciente desarrollo, tanto en el ambito

nacional como mundial.(Servicio Agricola Ganadero (SAG), 2021)

8.2 Ventajas de la agricultura orgénica

Una de las ventajas de la Agricultura Organica de mayor importancia es la posibilidad cierta
de elevar el potencial productivo de los suelos, generando condiciones para una mayor
actividad bioldgica, mejorando su estructura y perfil quimico, ademas de contribuir a la
disminucion que conlleve a su erosion. Ademas, existe un enriquecimiento genético donde
interactUan distintas especies animales y vegetales, lo que logra un equilibrio ecologico que
permite disminuir el ataque de plagas y enfermedades. Por otra parte, los productos agricolas
presentan mejor post cosecha y algunos estudios demuestran que tienen mejor calidad
nutricional.(Servicio Agricola Ganadero (SAG), 2021)

Desde el punto de vista econdmico, este sistema de produccién, presenta como principales
ventajas; el mejor precio que se obtiene en el mercado, lo cual sumado a que en ocasiones se
puede tener un menor costo del manejo productivo, logrando una mayor rentabilidad.
Ademas, el valor del predio aumenta en la medida que se van mejorando y recuperando sus

recursos naturales (suelo, biodiversidad, entre otros)

Es posible desarrollar una Agricultura Orgénica destinada a satisfacer la demanda para la
produccién comercial como para el autoconsumo, asi como para diferentes tamafios de
explotacion, esto conlleva a una disposicion de productos mas saludables, tanto para el
trabajador como para el consumidor. Socialmente favorece una menor dependencia de los
agricultores del mercado de los insumos.(Servicio Agricola Ganadero (SAG), 2021). En
general la Agricultura Orgéanica favorece el desarrollo de los agroecosistemas, lo cual implica

una serie de ventajas medioambientales, tales como, el aumento de la biodiversidad que la da
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estabilidad al sistema, el equilibrio de los distintos elementos que los componen, el uso
eficiente de los recursos, la mantencion de la fauna y flora, el estimulo al reciclaje, la
proteccion de las agua subterrdneas, dentro de los mas importantes.(Servicio Agricola
Ganadero (SAG), 2021)

Finalmente, cabe mencionar que la Agricultura Orgéanica también puede aportar al
fortalecimiento de la cultura del mundo rural, ya que recupera el conocimiento ancestral,
rescata y genera identidad a los habitantes del mundo rural, mejora la autoestima y estimula el
ingenio. También significa un mejoramiento de la belleza escénica.(Servicio Agricola
Ganadero (SAG), 2021)

8.3 Suelo

El suelo, es un recurso multifuncional, sumamente complejo y variable, formado por
particulas minerales, materia organica, agua, aire y organismos vivos. Ademas, representa la
reserva mundial del 90% de alimentos, sirve de base para las actividades humanas, el paisaje
y funciona como proveedor de materias primas. Alrededor del 15% de la superficie del
planeta se ha degradado y se encuentran cada vez con mas frecuencia suelos cuya degradacion
es tan extrema que se considera se irreversible (Gonzélez, 2006). Como consecuencia en las
ltimas décadas, se ha incrementado el interés de evaluar la calidad y salud del recurso
suelo.(Vasquez, 2017)

8.4 Microorganismos del suelo

El suelo estd formado por cinco componentes principales: minerales, agua, aire, materia
organica y seres Vivos, cuya proporcion no es la misma en todos los suelos. El aire y el agua
juntos representan alrededor de la mitad del volumen del suelo. El agua se mueve por accion
de la gravedad atravesando los poros mas grandes y una parte es retenida por interacciones
con los otros constituyentes inertes, siendo aprovechada por los organismos vivos s6lo una
fraccidn de la misma. La aireacién y la humedad estan interrelacionadas, ya que los poros que
no contienen agua estan llenos de gas. La atmosfera subterranea es diferente de la superficial
porque tiene menos oxigeno y comunmente de diez a cien veces mas CO2 debido a la
actividad biologica (Hurst J, 1997).
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8.5 Clasificacion de los microorganismos

Dentro del suelo agricola nos podemos encontrar diferentes tipos de hongos y bacterias, el
amplio espectro de comunidades microbioldgicas es sorprendente, no solo en la agricultura,
sino también, en los diferentes habitats habituales en los que nos encontramos. Algunos de
estos microorganismos seran benéficos y nos ayudaran en muchos tratamientos orgéanicos. Sin

embargo, otros seran perjudiciales (Rodriguez, Natalia; Michael; Pennock, 2019).

8.6 Bacterias

Aunque son numerosas, debido a su pequefio tamafio, solo representan menos de la mitad de
la biomasa microbiana total. La abundancia se puede medir por medio del conteo en placas o
estimando, a través de microscopia directa (108 a 1010 bacterias/g de suelo). Las bacterias del

suelo pueden clasificarse en dos grandes grupos: (Sanchez, 2006)

Especies nativas 0 autdctonas: estan presentes en el suelo y su ndmero se mantiene
aproximadamente constante, con excepcion de aquellas nativas denominadas “zimogenas” por

Winogradsky, que proliferan ante el agregado de un sustrato especifico.

Especies aloctonas: a diferencia de las anteriores, no participan activamente en las funciones
bioquimicas de la comunidad. Llegan al suelo con las precipitaciones, en tejidos enfermos,
aguas negras. Se pueden agrupar las bacterias del suelo por grupos funcionales, siendo ésta la

forma mas importante desde el punto de vista agronémico, en:

Bacterias amonificadoras: descomponen las sustancias organicas nitrogenadas y las

transforman en amonio o en sales amoniacales.
Bacterias nitrificadoras: oxidan el amoniaco hasta nitrato.

Bacterias fijadoras de nitrégeno: toman el N atmosférico (N2) y lo transforman en
compuestos aprovechables por los vegetales.

Bacterias celuloliticas: degradan la celulosa. Es el grupo mas numeroso por ser este

compuesto el més abundante en los residuos vegetales.

Bacterias pectinoliticas: degradan la pectina y sus derivados. El género mas abundante es
Arthrobacter.
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8.7 Actinomicetes

Son bacterias (células procariotas) que se parecen a los hongos por tener micelio aéreo
ramificado. Las colonias pueden ser pulverulentas o consistentes. Estdn distribuidos en
diversos habitats: estiércol, fango, etc. Se encuentran en distintas profundidades y son casi tan

abundantes como el resto de las bacterias. (Sanchez, 2006)

Son aerdbicos y menos sensibles a la sequedad que éstas. Son heterétrofos, entre otras
sustancias, utilizan la quitina como fuente de carbono. En general son saproéfitos. Suelos ricos
en materia organica les benefician por el carbono aprovechable. Su actividad también se ve
favorecida por la presencia de restos vegetales, estiércol, y derivados proteicos. No tienen
gran capacidad competitiva, por lo que escasean relativamente en las etapas iniciales de la
descomposicion de los vegetales. Su densidad y actividad se incrementan en la etapa final de
la degradacion, luego de actuar hongos y bacterias, cuando los nutrientes se van haciendo
limitantes y la presién de los competidores disminuye. La densidad varia entre 105 y 108 en
suelos templados. El género mas abundante es Streptomyces. Producen metabolitos
antimicrobianos entre ellos 50 antibidticos de uso comdn.(Sanchez, 2006)

8.8 Cianoficeas

Estas bacterias son capaces de fotosintetizar y fijar N2. Estas caracteristicas les permiten
actuar de colonizadoras en materiales originales. Pueden tener gran importancia en arrozales
inundados. Cuando el pH es superior a 6 y el nivel de fosforo alto, en los suelos inundados
predominan afloramientos de cianoficeas, generalmente pertenecientes a los géneros
Anabaena, Nostoc, Oscillatoria y Calothrix.

Estos microorganismos aportan oxigeno y nitrogeno al arrozal. También aportan estimulantes
de crecimiento. Algunas de estas especies pueden utilizar nitrdgeno molecular
constituyéndose como fijadores libres de nitrogeno (Anabaena, Nostoc, Chrococcus,
Oscillatoria). El aporte de oxigeno proveniente de la fotosintesis suele ser de gran importancia

debido a los requerimientos de las raices sumergidas.(Sanchez, 2006)

8.9 Algas

Su abundancia en el suelo es menor que la de las bacterias, hongos y actinomycetes. Las algas

son autotrofas. Usan la luz como fuente de energia, toman CO2 del aire y obtienen agua y
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minerales del suelo. Poseen clorofila, aunque a veces se encuentre enmascarada por otros
pigmentos. Algunas estan adaptadas a la vida a mayor profundidad y son heterétrofas o
autétrofas facultativas, es decir que pueden metabolizar una variedad de hidratos de carbono
(almiddn, sacarosa, glucosa, etc.), obteniendo la energia de las oxidaciones del carbono
organico. Las algas, pobremente adaptadas a la heterotrofia, no son buenas competidoras

frente a bacterias y hongos, por lo que su contribucidn a las reacciones bioldgicas es minima.

En realidad, la principal funcion de las algas de habitats terrestres es la generacion de materia
organica a partir de sustancias inorganicas a través de la fotosintesis, incrementando la
cantidad de carbono organico. Esto es de suma importancia en la colonizacion de areas

desnudas, estériles o suelos erosionados.(Sanchez, 2006)

8.10 Hongos

Los hongos, aunque no son los organismos mas importantes del suelo, aportan una parte
significativa de la biomasa, debido a su gran tamario. Ademas, son los principales agentes de
descomposicion en ambientes acidos. En contraste con las bacterias, los hongos pueden
diferenciarse en forma efectiva en base a su morfologia. Poseen un micelio ramificado
formado por hifas independientes, septadas o no, y diversas estructuras reproductivas que

pueden formar esporas sexuales o asexuales.

Muchos géneros forman estructuras de resistencia (0 de supervivencia) que les permite
soportar periodos de condiciones adversas Son pioneras en &reas aridas o desnudas. Suelen
aparecer en grandes masas en suelos erosionados o después de un incendio relativamente
largos. En medio de cultivo el micelio suele ser incoloro y las esporas coloreadas.

Todos los hongos son heterétrofos y una de las principales actividades es la degradacion de
moléculas complejas. Utilizan como fuente de carbono el almidon, pectina, disacaridos,
celulosa, acidos organicos, lignina (dificil de degradar por bacterias). Toman el nitrégeno del
amonio o nitrato, pero también de proteinas, acidos nucleicos, etc. Por ser heterotroficos
dependen de la disponibilidad de sustratos carbonados oxidables. Al incorporar substratos
carbonados se incrementa la comunidad y también varia el dominio relativo de géneros como

Aspergillus, Fusarium, Mucor, Penicillum, Trichoderma y Beauveria.(Sanchez, 2006)

Trichoderma spp.: lo podemos considerar como un hongo bueno o antagénico. Es el hongo

maés extendido por todo tipo de suelos. Coloniza rapidamente las raices de las plantas y las
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protege contra patdgenos. El Trichoderma ha desarrollado numerosos mecanismos para atacar
a otros hongos y a la vez mejorar el crecimiento de las raices de las plantas, tiene un alto
poder de fertilizacion, ya que contiene metabolitos benéficos que estimulan el crecimiento de
la planta. Sobre todo, incide en el crecimiento radicular, consiguiendo unas raices mas

grandes y més sanas. (Soil & Es, 2012)
Clasificacion taxonomica

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Dominio: Eukaryota

Familia: Hypocreaceae

Division: Ascomycota

Género: Trichoderma; Persoon, 1801

Beauveria Bassiana: es un hongo imperfecto de la clase Deuteromycetes, capaz de infectar a
mas de 200 especies de insectos. Es de apariencia polvosa, de color blanco algodonoso o
amarillento cremoso. El ciclo de vida de este hongo consta de dos fases: la patogénica y la

saprofitica. El desarrollo del hongo se puede dividir hasta en ocho etapas.(Soil & Es, 2012)
Clasificacion taxonomica

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Clavicipitaceae

Género: Beauveria

Especie: Beauveria bassiana

Fusarium sp:. Fusarium pertenece a la familia Nectriaceae. ES un extenso género de hongos
filamentosos ampliamente distribuido en el suelo y en asociacion con plantas. Se puede decir

que es una bacteria gram negativa igual que la Rhizoctonia, la mayoria de las 28 especies son
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sapréfitas y son unos miembros relativamente abundantes del micro biota del suelo.
Funsarium es un hongo patégeno que causa la putrefaccion de la raiz y el marchitamiento
vascular. (Soil & Es, 2012)

8.11 Virus

Son agentes ultramicroscopicos que dependen para su desarrollo de la presencia de un
hospedante adecuado o especifico. Debido a ello se ha clasificado a los virus de acuerdo al
hospedante. Existe un grupo de virus parasitos de plantas (virus fitopatdgenos), otro de
animales y otro de microorganismos. Entre estos ultimos se pueden citar los bacteriéfagos,
actindfagos y otros que parasitan hongos, levaduras, algas y protozoarios. EI grupo mas
estudiado de los virus que parasitan a los habitantes del suelo es el de los bacteriéfagos.
Morfologicamente presentan, por lo general, estructuras semejantes a una cabeza y una cola.
Luego de la entrada del bacteriofago a la célula y de su posterior reproduccion en su interior,

ocurre la lisis.

Se han encontrado virus especificos de diversos géneros: Agrobacterium, Azotobacter,
Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Xanthomonas, Rhizobium y en actinomicetes como
Nocardia y Streptomyces. Los bacteriéfagos nunca son muy abundantes como para limitar

poblaciones.

Entre los virus que parasitan hongos, se observaron virus que producian enfermedades y eran
transmitidos desde el micelio infectado a las hifas cercanas. Se han encontrado virus en
especies de Aspergillus, Boletus, Mucor, Fusarium, Penicillum, Rhizopus, y otros.
Morfolégicamente son distintos a los bacteriéfagos, pues no tienen estructuras en forma de
cola. Los virus en los hongos pueden no producir dafios apreciables o por lo contrario,
ocasionar el crecimiento anormal de las hifas e inducir a la formacion de cuerpos fructiferos
anormales y provocar la pérdida de viabilidad. Los virus que parasitan cianoficeas son
semejantes a los bacteri6fagos. Se los denomina generalmente cian6fagos. Se los encuentra en
rios, lagos, estanques y aguas salobres. Sus hospedantes pertenecen a los géneros Anabaena,
Nostoc, Microcystis y Oscilatoria. Los virus fitopatdgenos pueden persistir en el suelo hasta
la siguiente estacion de cultivo. Es posible, aunque ain no se sabe con seguridad, que los

virus que parasitan insectos de suelo puedan llegar a limitar poblaciones.(Sanchez, 2006)
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8.12 Protozoarios

Son protistas unicelulares, eucarioticos, cuyo tamafio varia entre 5y 100 p y 1 0 mas
centimetros. Estan emparentados con algas y hongos. En general carecen de pared celular
verdadera. Todas las especies terrestres son microscopicas y en general no tienen clorofila.
Algunos son fotosintéticos emparentados con las algas. La mayoria son saprofitos,
alimentandose de sustancias solubles organicas e inorganicas, o fagoétrofos, alimentandose
directamente de microorganismos o particulas. Este Gltimo tipo de nutricion predomina en el

suelo.

La particula ingerida es encerrada en una vacuola donde se produce su digestion, pues el
protozoario puede fabricar todas las enzimas necesarias. Tienen selectividad respecto a la
presa. Consumen cocos, bacilos y algunas algas, pero no Clostridium, ni esporas de bacterias
y hongos, ni tampoco hifas. Cuando hay poca disponibilidad de células se enquistan, pero la
presencia de ciertas bacterias en la cercania favorece el desenquistamiento. Son abundantes en
los 15 cm superiores del suelo. La abundancia de bacterias y las fertilizaciones ejercen un
efecto benéfico sobre los protozoos. Los flagelados soportan poca humedad. Se los ha
encontrado en el desierto del Sahara. Por lo contrario, los ciliados necesitan mucha humedad.
Si el agua es limitante se enquistan. En general son aerobios, hay algunos microaeréfilos y

unos pocos anaerobios.

Normalmente varian entre 10.000 y 100.000 / g de suelo, pero pueden llegar a cifras extremas
de 300.000. Regulan el tamafio de las poblaciones microbianas. Existe un equilibrio ain no
explicado. Permiten que se desarrollen bacterias competidoras, al ir eliminando a la poblacion
que mas se desarrolla. También pueden vivir en medios libres de microorganismos, lo que

indicaria que pueden intervenir en la descomposicion de restos vegetales. (Sanchez, 2006)

8.13 Aplicaciones de Microorganismos Eficientes

Higa, T. 1989, traducido por Rueda, P. 2002, mencionan que las aplicaciones de los
microorganismos eficientes al suelo pueden ayudar a definir la estructura y establecimiento de
ecosistemas naturales. La aplicacion de un amplio rango de diferentes enmiendas organicas a

los suelos puede también ayudar a asegurar una gran diversidad microbiol6gica. Por ejemplo:

IDIAF (2009), manifiesta que el mejor uso de EM en agricultura depende de la zona, la

calidad del suelo, el clima, los métodos de cultivo y la irrigacion, entre otros factores. Con la
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aplicacion de EM el suelo retiene més agua. Este cambio implica una mejora de los cultivos
que incrementan su resistencia al estrés hidrico en épocas de sequia 0 en suelos mas arenosos.
Esta mejora viene dada tanto por el incremento de materia orgénica en el suelo, reduciendo la
porosidad, como consecuencia de la actividad microbiana, como por el equilibrio i6nico que
aporta EM al suelo, favoreciendo asi la interaccion de las cargas superficiales de la estructura

fisica del suelo con las cargas ionicas del agua.(TITTO, 2020)

El EM, como inoculante microbiano, restablece el equilibrio microbiologico del suelo,
mejorando sus condiciones fisico-quimicas, incrementa la produccién de los cultivos y su
proteccion, ademdas conserva los recursos naturales, generando una agricultura y medio
ambiente mas sostenible. Entre los efectos sobre el desarrollo de los cultivos se pueden
encontrar(Veélez, 2015).

8.14  Uso de los microrganismos en la agricultura

8.14.1 En semilleros

e Aumento de la velocidad y porcentaje de germinacion de las semillas, por su efecto
hormonal, similar al del acido giberélico.

e Aumento del vigor y crecimiento del tallo y raices, desde la germinacion hasta la
emergencia de las plantulas, por su efecto como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal.

e Incremento de las probabilidades de supervivencia de las plantulas.

8.14.2 En las plantas

e Genera un mecanismo de supresion de insectos y enfermedades en las plantas, ya que
pueden inducir la resistencia sistémica de los cultivos a enfermedades.

e Consume los residuos de raices, hojas, flores y frutos, evitando la propagacion de
organismos patdgenos y desarrollo de enfermedades.

e Incrementa el crecimiento, calidad y productividad de los cultivos.

e Promueven la floracion, fructificacion y maduracion por sus efectos hormonales en
zonas meristematicas.

e Incrementa la capacidad fotosintética por medio de un mayor desarrollo foliar.
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8.14.3 En los suelos

Los efectos de los microorganismos en el suelo, estdn enmarcados en el mejoramiento de las
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas y supresion de enfermedades. Asi pues, entre sus

efectos se enmarcan en:

e Efectos en las condiciones fisicas del suelo: Acondicionador, mejora la estructura y
agregacion de las particulas del suelo, reduce su compactacién, incrementa los espacios
porosos y mejora la infiltracién del agua. De esta manera se disminuye la frecuencia de
riego, tornando los suelos capaces de absorber 24 veces mas las aguas lluvias, evitando la
erosion, por el arrastre de las particulas.

e Efectos en las condiciones quimicas del suelo: Mejora la disponibilidad de nutrientes en
el suelo, solubilizandolos, separando las moléculas que los mantienen fijos, dejando los
elementos disgregados en forma simple para facilitar su absorcion por el sistema radical.

e Efectos en la microbiologia del suelo: Suprime o controla las poblaciones de
microorganismos patdgenos que se desarrollan en el suelo, por competencia. Incrementa
la biodiversidad microbiana, generando las condiciones necesarias para que los
microorganismos benéficos nativos prosperen. (TITTO, 2020)

8.15 Condiciones ideales para el uso de microorganismos eficientes

El EM se compone de seres vivos; por lo tanto, no debera ser utilizado de la misma manera
que los quimicos y los agrotoxicos, pues esto tendera a reducir su eficacia. Nunca debe ser
diluido con agrotoxicos o fertilizantes. Debe tenerse sumo cuidado en su manejo, para
asegurar su fijacién al suelo. Los microorganismos son muy sensibles a las sequias, por eso
durante el verano, cuando el sol es mas fuerte, la aplicacion debera ser hecha al atardecer, 0

en dias nublados (Nogales, 2012).

Las condiciones ideales para la aplicacion serdn antes o después de las Iluvias, cuando el
suelo esta himedo. El uso del EM diluido es conveniente hacerlo en un periodo méaximo de
tres dias. En caso de tener que aplicar EM a nivel foliar, se debera hacer la dilucién con agua
de buena calidad, hasta llegar a una dilucion con un pH en torno a los 6.5, si este fuera mayor
utilizar; por ejemplo, vinagre para disminuir el pH. Los materiales porosos mejoran el suelo,
fisica y quimicamente, aumentan la capacidad de retencion de nutrientes y, al mismo tiempo

se vuelven albergue para los microorganismos. Por esto la incorporacion de cascara de arroz
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carbonizada, de céascara de arroz semicarbonizada, etc. Es muy eficaz. La cantidad a
incorporar debera ser de 100 a 200 Kgs por hectarea, y la incorporacién debe hacerse durante
algunos afnos.(TITTO, 2020)

8.16 Trampas de arroz para la identificacion de microorganismos.

Las trampas de arroz las utilizamos principalmente para conocer la cantidad y diversidad de
hongos que tenemos en un terreno. La identificacion de la microbiologia edéfica es un
proceso complejo que requiere experiencia y formacion especifica, cuanto mas diversa sea la
microbiologia de nuestra tierra, es decir, cuantos mas colores y formas aparezcan en nuestras
trampas, previamente identificadas segin su morfologia mas rica es nuestra tierra y, por tanto,

mas equilibrio y salud para nuestros cultivos (Aguilar, 2015).

8.17 Muestras de suelo para la cuantificacién de microorganismos.

Los microorganismos del suelo contribuyen al mantenimiento de la fertilidad quimica, fisicay
bioldgica del suelo. Transforman nutrientes inorganicos, que de otra forma no pueden ser
absorbidos por la planta; ademas favorecen la descomposicion y mineralizacién de la materia

organica.
Segun (Parra, 2017) menciona que las muestras de suelo se deben tomar cuando:

e Cuando se desee cuantificar la poblacion microbioldgica.

e Para confirmar la presencia o ausencia de fitopatégenos que pueden afectar un cultivo.
O bien la presencia o ausencia de microrganismos benéficos.

e Para identificar y aislar microrganismos (benéficos y patdgenos) del suelo.

e Para obtener curvas de mineralizacion de un terreno.

e Cuando se desee conocer la actividad enzimatica del suelo.

e Para conocer el efecto de practicas agronémicas sobre la poblacién de

microorganismos.

8.18 Agar para Métodos Estandar (PCA)

El Agar para Métodos Estandar (PCA) esta recomendado por APHA para el recuento de
bacterias de interés sanitario, que son indicadores de contaminacién o carga microbiana en
alimentos. EIl digerido enzimatico de caseina proporciona nitrdgeno, vitaminas, minerales y

aminodcidos esenciales para el crecimiento. El extracto de levadura es fuente de vitaminas,
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particularmente del grupo B. La dextrosa es el carbohidrato fermentable que proporciona
carbono y energia. El agar bacterioldgico es el agente solidificante. A partir de una serie de
diluciones decimales de la muestra a analizar, se toma 1 mL de cada dilucion y por duplicado
se depositan en placas de Petri estériles. A continuacion se vierten alrededor de 20 mL del
medio de cultivo, previamente enfriado a 45°C sobre cada una de las placas. Se mezcla
suavemente, moviendo la placa en forma de ocho sobre una superficie plana y lisa. Una vez
solidificadas se incuban en posicion invertida. El tiempo y la temperatura de incubacion
dependeran del tipo de microorganismos a enumerar. Para un recuento aerobico general se
incubard 3 dias a 30°C, realizando también lecturas a las 48 y 72 horas. EI método de
recuento propuesto por APHA es simplemente, un inéculo en masa por vertido del agar
fundido a 50°C, sobre las placas donde se han depositado las diluciones de las muestras. La
enumeracion definitiva se lleva a cabo a las 48 horas de incubacién a 32 -35°C (Scharlau,
2015).

8.19 PDA (Potato Dextrose Agar)

El agar de patata glucosado es un medio recomendado para la deteccién y enumeracion de
hongos a partir de alimentos como productos lacteos, carnicos y frutos secos. Este medio es
selectivo ya que su alto contenido de glucosa y bajo pH favorece el crecimiento de los hongos
y ademas el extracto de patata exalta el crecimiento miceliar aéreo y la formacion de

pigmentos caracteristicos sobre todo en Fusarium, Aspergillus y Penicillium.

Se utiliza para el aislamiento, enumeracion y cultivo de levaduras y mohos a partir de
muestras. También se puede utilizar en la identificacion de hongos y levaduras en paralelo
con su morfologia celular o en métodos de micro cultivo en portaobjetos. La infusion de
dextrosa y papa (BEEVER y BOLLARD 1970) promueve el crecimiento de levaduras y
mohos mientras que el bajo valor del pH inhibe parcialmente el crecimiento de la flora
bacteriana acompafante. El agar es un agente solidificante. Si el medio se va a utilizar para el
recuento de hongos y la enumeracion de levaduras y mohos, el pH debe ajustarse a
aproximadamente 3.5 para inhibir el recuento bacteriano. Mediante la adicién de una solucién
esterilizada de acido tartarico al 10% a 1000 ml de medio esterilizado para obtener un pH de
3.5. Los hongos crecen en este medio para desarrollar la morfologia tipica. Este medio de uso
general puede complementarse con acido o antibidticos para inhibir el crecimiento bacteriano
(Calidad, 2020).
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8.20 Tincién de Gram

El método de tincion mas extensamente utilizado en bacteriologia, Nos posibilita dividir a las
bacterias en 2 enormes equipos taxondémicos: Gram positivas y Gram negativas, segln sea su
comportamiento ante la tincion. Se considera que la diferencia en la coloracion que adquieren
ambos equipos de bacterias se deberia a la distinta estructura quimica del muro celular. Las
bacterias Gram positivas poseen una gruesa capa de mureina o peptidoglicano (de 20 a 80 nm
de espesor) en su pared, mientras tanto que las bacterias Gram negativas poseen una capa de
peptidoglicano (2 nm) mas fina y una capa méas externa de lipopolisacaridos, lipoproteinas y

lipidos.

La tincidn necesita 4 resoluciones un colorante o tinte fundamental, un mordiente (sustancia
que aumenta la afinidad entre la célula y el tinte), un decolorante (elimina el tinte de una
célula tefiida) y un segundo tinte o colorante de contraste (tinte de color distinto al inicial).
Tras la tincion con el primer colorante (Cristal violeta) se efectta una decoloracién con etanol
que arrastrara al colorante solamente en las Gram negativas, mientras tanto que en las Gram
positivas el colorante queda retenido y las células prevaleceran azules. Las células Gram
negativas se tefiirdn luego con el colorante de contraste (safranina) para que logren observarse
(Arcos, 2000).

La tincion de Gram puede conceder informacidn instantanea para diagnosticos de infecciones,
puede revelar los agentes causales inclusive con una toma de muestra no correcta. Ademas
hace viable diferenciar entre contaminacion de la muestra y una verdadera infeccion. Puede
apoyar al clinico a continuar o modificar un procedimiento antibidtico inicial antecedente de
los resultados del cultivo, y en algunas ocasiones, es capaz de demostrar la necesidad de una
atencién médica urgente. En la actualidad la tincion de Gram todavia es un procedimiento
eficaz e fundamental en el laboratorio, ademas de que es veloz y econdmico, por lo cual se
deberia estandarizar para evadir errores técnicos o de interpretacion(Rodriguez & Arenas,
2018).

8.21 Foérmulas:

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

X — Xy
P e N

[2
lexg : ‘V" n
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CAPITULO 111

9. MARCO LEGAL

Este proyecto de investigacion se sostiene bajo las normativas legales nacionales e
internacionales, que el articulo 14 se reconoce el derecho de la poblacién a vivir en un
ambiente sano y ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir,
sumak kawsay. Se declara de interés pablico la preservacién del ambiente, la conservacion de
los ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la
prevencion del dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales degradados.

Que el articulo 15, menciona que el estado promovera, en el sector publico y privado, el uso
de tecnologias ambientalmente limpias y de energias alternativas no contaminantes y de bajo
impacto. La soberania energética no se alcanzara en detrimento de la soberania alimentaria, ni
afectara el derecho al agua. Se prohibe el desarrollo, produccion, tenencia, comercializacion,
importacion, transporte, almacenamiento y uso de armas quimicas, biolégicas y nucleares, de
contaminantes organicos persistentes altamente tdxicos, agroguimicos internacionalmente
prohibidos, y las tecnologias y agentes biologicos experimentales nocivos y organismos
genéticamente modificados perjudiciales para la salud humana o que atenten contra la
soberania alimentaria o los ecosistemas, asi como la introduccion de residuos nucleares y
desechos toxicos al territorio nacional.

Que el articulo 71, menciona que la naturaleza o pacha mama, donde se reproduce y realiza la
vida, tiene derecho a que se respete integralmente su existencia y el mantenimiento y
regeneracion de sus ciclos vitales, estructura, funciones y procesos evolutivos.

Toda persona, comunidad, pueblo o nacionalidad podra exigir a la autoridad publica el
cumplimiento de los derechos de la naturaleza. Para aplicar e interpretar estos derechos se
observaran los principios establecidos en la Constitucion, en lo que proceda. El Estado
incentivara a las personas naturales y juridicas, y a los colectivos, para que protejan la

naturaleza, y promovera el respeto a todos los elementos que forman un ecosistema.

Articulo 72, la naturaleza tiene derecho a la restauracion. Esta restauracion sera independiente
de la obligacion que tienen el estado y las personas naturales o juridicas de indemnizar a los
individuos y colectivos que dependan de los sistemas naturales afectados.

En los casos de impacto ambiental grave o permanente, incluidos los ocasionados por la

explotacion de los recursos naturales no renovables, el Estado establecera los mecanismos
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mas eficaces para alcanzar la restauracion, y adoptara las medidas adecuadas para eliminar o

mitigar las consecuencias ambientales nocivas.

Articulo 73, el estado aplicara medidas de precaucion y restriccion para las actividades que
puedan conducir a la extincion de especies, la destruccion de ecosistemas o la alteracion
permanente de los ciclos naturales. Se prohibe la introduccion de organismos y material
organico e inorganico que puedan alterar de manera definitiva el patrimonio genético
nacional.

Articulo 74, las personas, comunidades, pueblos y nacionalidades tendran derecho a
beneficiarse del ambiente y de las riquezas naturales que les permitan el buen vivir. Los
servicios ambientales no seran susceptibles de apropiacion; su produccion, prestacion, uso y

aprovechamiento seran regulados por el Estado.

10. HIPOTESIS

Esta herramienta se aplicara para evaluar las medias de uno o dos grupos mediante pruebas de
hipotesis. Determina si un unico grupo difiere de un valor conocido (una prueba t de una
muestra), si dos grupos difieren entre si (prueba t de muestras independientes), o si hay una
diferencia significativa en medidas pareadas (una prueba t de muestras dependientes o

pareada).

10.1 Hipotesis Alternativa

HA: Existe variacion significativa segin los datos obtenidos en la colonizacion de
microrganismos identificados en dos terrazas agricolas.

10.2 Hipotesis Nula

HO: No existe variacion significativa segun los datos obtenidos en la colonizacion de
microrganismos identificados en dos terrazas agricolas.

11. MARCO METODOLOGICO

11.1  Ubicacion del area de estudio

La investigacion se desarrollé en el Campus Salache, Parroguia Eloy Alfaro, Canton

Latacunga, Provincia de Cotopaxi.



Fuente: Google Earth

Tabla 1: Coordenadas del lugar de estudio.

COORDENADAS DE ESTUDIO

Coordenada S 0° 59' 60"

Coordinate W 78° 37' 28"
Elevacion 2749m.s.n.m

Fuente: (Sanchez, 2022)

11.2 Materiales

a. Equipos
Céamara fotografica

Computadora

b. Materiales de campo
32 tarrinas de 8 onz
Ligas de caucho
Malla de tela cortadas en pequefios trozos

Balanza analitica
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c. Materiales para la preparacion de las trampas
4 libras de arroz blanco
Melaza

4litros de agua
11.3 Meétodos
a. Inductivo

Observacion

Se realiz6 toma de datos en identificacion a los 8 dias que las trampas fueron totalmente
colonizadas.

Experimentacion

Se realiz6 un medio de cultivo PDA para la siembra de hongos para lo cual se tom6 muestras
de arroz separadas por diferentes colores para posterior aquello realizar su respectiva
identificacion.

Se tomd muestras de suelo especiales para la cuantificacion de microorganismos, se aplico

dos tipos de medios de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar) especial para la numeracion de
hongos y PCA (Plate Count) para el conteo de bacterias,

Comparacion

Con ayuda de una prueba T se logro realizar una comparacion entre dos terrazas agricolas las
cuales arrojaron resultados que la terraza ocho cuenta con més diversidad de hongos y

bacterias que en la terraza siete, ademas que cuenta con mayor cantidad de microorganismos.
b. Deductivo

Demostracion

Se empled dos terrazas agricolas para la respectiva comparacion tanto en diversidad como en

cuantificacion de microorganismos localizados.
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c. Técnicas

Morfologia de hongos, esta técnica se utilizO para su posterior identificacion de

microorganismos localizados en dos terrazas agricolas.

Conteo en placas de Petri, para registrar los parametros residentes en datos numericos para la
cuantificacion de microorganismos.

11.4 Caracteristicas climatoldgicas del lugar de la investigacion

La presente investigacion se realiz6 en la Universidad Técnica de Cotopaxi, la zona que se ha
escogido para el estudio es parte de las terrazas de banco en el campus Salache, en este lugar
la universidad cuenta con varios proyectos en las cuales se han dado un correcto seguimiento.
El sector de las terrazas de banco cuenta con una diversidad de cultivos, el lugar a investigar
cuenta con una superficie de 384 m? para la terraza siete y 428,4 m? para la terraza ocho

tomando en cuenta las siguientes caracteristicas climatologicas:
Temperatura promedio: 12 a 22 °C

Pluviosidad (mm anuales): 220 mm

Heliofania (horas luz/dia): 12 horas

Viento: Sureste-Noroeste

Velocidad del viento: 3y 7 m/s.

Humedad relativa: 85 al 90%

Altura: 2749 m.s.n.m.

Suelo: Arenoso

PH:94
11.5 Factores en estudio

a. Conteo de microorganismos (hongos y bacterias)

Muestras de suelo

b. Sectores agricolas

Terraza de banco nimero siete.



Terraza de banco niumero ocho.

11.6 Caracteristicas de la parcela

Tabla 2: Caracterizacion de las parcelas para la implementacién de un disefio experimental en la terraza 7.

CARACTERISTICAS DE LAS PARCELAS
Area de parcela 96 m?
NuUmero de repeticiones 4
NUmero de tratamientos 4
Distancia entre parcelas 2m
Ancho de la parcela 6m
Largo de la parcela 16 m
NUmero de trampas por parcelas 4 trampas
Distancia entre trampa 2m
Numero de trampas de la parcela neta 4 trampas
Area total de trabajo 384 m?

Fuente: (Sanchez, 2022)

Tabla 3: Caracterizacion de las parcelas para la implementacién de un disefio experimental en la terraza 8.

CARACTERISTICAS DE LAS PARCELAS
Area de parcela 107,1m?
Numero de repeticiones 4
NUmero de tratamientos 4
Distancia entre parcelas 2m
Ancho de la parcela 6,30m
Largo de la parcela 17m
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Numero de trampas por parcelas 4 trampas
Distancia entre trampa 2m

Numero de trampas de la parcela neta 4 trampas
Area total de trabajo 428,4 m?

Fuente: (Sanchez, 2022)
11.7 Variable en Estudio

a. Variable independiente

Muestras de suelo

b. Variable Dependiente

Porcentaje de colonizacion de microorganismos.

c. Indicadores

Cuantificacion de hongos y bacterias.
11.8 Datos registrados durante el proceso de investigacion

a. Porcentaje de colonizacion de microorganismos benéficos

Para la variable porcentaje de colonizacidn se registraron los datos de cuatro tratamientos por
cada repeticion obteniendo asi 16 trampas totales para la investigacion, la medicion se realiz6
con ayuda de un medidor casero y los datos se expresan en porcentaje, 10s mismos que se
registraron a los 18 dias después de su captura, este proceso se realizo durante el mes del 13

de abril al 27 de mayo, en el cual se implemento la investigacion.

11.9 Operacion de variables

Tabla 4: Operacion de variables pata la implementacién de trampas de arroz en dos sistemas agricolas.

TIPO DE VARIABLE DIMENSIONES | INDICADORES | INDICE
CAREGORIAS

INDEPENDIENTE Suelo Gramos gr
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Muestras de suelo:

Para identificar microrganismos
(benéficos y patogenos) del suelo.
Cuando se desee cuantificar la poblacién
microbioldgica.

Para confirmar la presencia o ausencia de
fitopatbgenos que pueden afectar un
cultivo. O bien la presencia o ausencia de

microrganismos benéficos.

DEPENDIENTE

Cuantificacion de hongos y bacterias.

Es un método comun para saber el estado
en el cual se encuentra nuestro suelo y
tener en cuenta las normativas que se
lleven a cabo para su posterior
tratamiento en caso de que no se
encuentren en condiciones correctas

previas a la implementacion de cultivos.

Conteo

Datos numéricos
de colonizacion
de

microorganismos.

NUmero

Fuente: (Sanchez, 2022)

11.10 Manejo del Ensayo

a. Procedimiento de la elaboracion de trampas de arroz posterior a su implementacion

en campo.

Al realizar un proyecto investigativo en el laboratorio se deben tener sus respectivas

normativas de seguridad para empezar a trabajar para asegurarnos de no infectar los medios

de cultivo que se utilizo.

Como primer paso en un recipiente se colocé 4 litros de agua, hasta llegar al punto de

ebullicion y se colocd 4 libras de arroz, por lo que se dejé en coccion 10 minutos que esté en

el punto adecuado para capturar microorganismos. Posteriormente se colocé 123gr de arroz en

cada recipiente con una adicion de melaza para atraer rapidamente a estos microorganismos,
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estas muestras se cubrieron con media nylon y se sujet6 con ligas de caucho. Finalmente en
las terrazas de banco se procedio a realizar hoyos de 30 por 30, y se colocé las trampas, estos

sitios fueron cubiertos con plastico negro para una mayor colonizacion dentro de 8 dias.

11.11 Registro de Datos

El registro de datos se realizé una vez transcurrido los 8 dias de la aplicacion de las trampas

en campo.

11.12 Aislamiento e identificacion de hongos en un medio de cultivo PDA

Para la obtencion de la informacion de este proceso se realizé un medio de cultivo, para esto
tomamos 30,12 gramos de PDA diluimos en 800 ml de agua destilada y lo enviamos a la
autoclave que este entre en punto de ebullicion una vez transcurrido 35 minutos procedemos a
retirar los envases con el medio de cultivo, cabe mencionar que la cdAmara de flujo debe estar
previamente desinfectada posterior a ello encender un mechero. Una vez listo este proceso se
llevé la solucién a la camara de flujo y se esperd que el medio se enfrie y se coloco en las
cajas Petri previamente rotuladas con fecha y nombre una vez el agar se solidifique con ayuda
de un asa bacteriologica esterilizada con ayuda del mechero se procedié a tomar una pequefia
cantidad de arroz de cada color y colocarla de manera uniforme en toda la superficie del agar
y posteriormente se selldé con ayuda cinta parafilm. Este proceso se realiz6 con instrumentos

esterilizados para cada muestra para evitar contaminaciones.

11.13 Colonizacién de hongos y bacterias

Para datos numéricos de colonizacién de hongos y bacterias se procedié a tomar 32 muestras
de suelo a una profundidad de 20cm en fundas ziploc de la terraza 7 y 8. Posteriormente estas

muestras son llevadas al laboratorio utilizando los siguientes materiales:
64 cajas Petri

Probetas de 100ml

Tubos de ensayo

Agua destilada

Medio de cultivo PDA (Agar de Dextrosa de Papa)

Medio de cultivo PCA (Agar Plate Count)
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Agitador vortex para probetas y tubos de ensayo
Contador de colonias

Una vez contemos con todos los instrumentos necesarios se prepard el medio de cultivo en
1400 mililitros de agua destilada se colocd 50 gramos de PDA (Agar de Dextrosa de Papa) a
la vez las mismas cantidades de agua destilada requerimos para preparar 50 gramos del medio
de cultivo PCA (Agar Plate Count) estos medios de cultivo fueron trasladados al autoclave

por 35 minutos, al enfriarse se coloco en las cajas Petri para realizar el cultivo de hongos.

Posteriormente se procedi6 a pesar 10 gramos de cada muestra de tierra tomada anteriormente
que se obtuvo de cada tratamiento y repeticion, en una probeta se coloc6 10 gramos de tierra 'y
se llend con agua destilada hasta llegar a los 100 mililitros, luego utiliz6 3 tubos de ensayo
con 9 mililitros de agua destilada. De la probeta se tom6 un mililitro de la solucién y se
coloco en el primer tubo de ensayo este se inserto en el agitador vorex por 30 segundos este
proceso se realizdé 3 veces con los diferentes tubos de ensayo tomando una muestra de 1
mililitro hasta obtener un tubo de ensayo de 10 mililitros listo para ser sembrado. Finalmente
se procedi6 a tomar 1 mililitro de cada tubo de ensayo por tratamiento y repeticion y se coloco
en los distintos medios de cultivo de las cuales se utilizé 64 cajas Petri por medio de cultivo
obteniendo un total de 128 cajas realizadas de la terraza 7 y 8 sellandolas con cinta parafilm,
se colocd en la incubadora a una temperatura de 37 grados centigrados por 48 horas para

realizar el conteo y las diferentes observaciones.

11.14 Tinciéon de Gram

Para la obtencién de esta informacion se procedio a recoger muestras de bacterias del medio
de cultivo PCA (Agar Plate Count) realizado anteriormente. A continuacion, se tomo en
cuenta que antes de abrir cualquier placa de colonias se debe contar con un mechero de
alcohol al 98% para mantener un ambiente de esterilidad, a la hora de comenzar con la tincién
se realizd correctamente el frotis de los microorganismos, para ello se afiadid una gota de
solucion salina en el portaobjetos y se aplicd la muestra con al asa bacterioldgica previamente
esterilizada. Posterior a ello se coloco la muestra encima de la llama del mechero con
movimientos circulares hasta que esta se seque asi las bacterias seréa fijadas al porta objetos a

continuacion la tincién se realizoé con diferentes reactivos:
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La primera tincidn se realizd con violeta de genciana sobre el portaobjetos y esperar un

minuto.
Se enjuagd la muestra con agua destilada y se aplicé lugol por un minuto.
Lavar de nuevo el portaobjetos y se colocé alcohol acetona durante 30 segundos.

El lavado se realiza antes de aplicar cada reactivo posterior aquello se aplicé safranina a la

muestra por 1 minuto y lavar con agua destilada.

Finalmente se observd la muestra en el microscopio donde se visualiz6 de color violeta las

gram positivas y de color rosa-rojizo las gram negativas.
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CAPITULO I11

12. RESULTADOS Y DISCUSION

La utilizacion de muestras de suelo para la cuantificacién de microorganismos en dos medios
de cultivo PDA y PCA son significativos con respecto a la numeracién total obtenida de
hongos y bacterias, los resultados obtenidos fueron sometidos a una herramienta de pruebas
de hipotesis para determinar si un Unico grupo difiere de un valor conocido, si dos grupos

difieren entre si o si hay una diferencia significativa en medidas pareadas.

12.1 Identificacion de microorganismos

En la figura 1 se presenta el hongo encontrado en las dos terrazas agricolas como es el caso de
Trichoderma, que fue identificado mediante un medio de cultivo PDA (Potato Dextrose Agar)
es el méas utilizado para el crecimiento de hongos y levaduras. Este medio es recomendado
para realizar el recuento colonial. Al género Trichoderma se caracterizan por ser hongos
saprofitos, que sobreviven en suelos con diferentes porciones de materia organica, los cuales
son capaces de descomponerla. El género Trichoderma es un maravilloso modelo para ser
estudiado gracias a su simple aislamiento y cultivo, acelerado. La mayor parte de las colonias
de Trichoderma en su inicio poseen color blanco, que se vuelven a verde oscuro o amarillento,
con esporulacion densa, los conidioforos son ramificados, parecen un arbol diminuto (A). Los
mismos se muestran como penachos compactados que conforman anillos con un sistema de
ramas irregular de forma piramidal (B). Dichos terminan en fialides donde estdn compuestos
las esporas asexuales o conidios, de enorme trascendencia para la identificacion taxondémica a
grado de especies. Los conidios aseguran las generaciones del hongo a lo largo de parte
importante del lapso vegetativo de las plantas por lo cual tenemos la posibilidad de decidir

que se identifico este género en las 2 terrazas agricolas (Infante et al., 2009).



Figura 1: A) Hifas y conidi6foros de Trichoderma B) Esquema de conidioforo de Trichoderma.
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Fuente (Sanchez, 2022)
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Para la identificacion de Beauveria se utilizé en su morfologia donde se forman conidiéforos

simples raramente agrupados, con apariencia de jarron mas ancho en el centro que en los

extremos, los cuales sostienen los conidios, originados de forma simpodial o acropeta, dando

una apariencia en zigzag al raquis (figura 2). Tanto las esporas como las hifas, no son

pigmentadas (hialinas), por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano, por lo que

pudimos identificar este género en las dos terrazas agricolas mediante muestras de suelo con

ayuda de trampas de arroz con melaza estas se sembraron en un medio de cultivo PDA que

nos permitid sembrar por colores y hacer su respectiva identificacion mediante una vista

microscopica (Echeverria-beirute, 2019).

Figura 2: A) Hifas y conidi6foros de Beauveria B) Esquema de conididforo de Beauveria.
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En la figura 3 pudo observar que se logro identificar Aspergillus esto se pudo identificar
mediante trampas de arroz realizadas para la toma de muestras se tomé granos de arroz por
colores y ser sembradas en medios de cultivo PDA previamente para ser identificadas
microscopicamente con respecto a su morfologia del hongo tenemos en cuenta el tamarfio y
forma de las cabezas conidiales, morfologia de los conidi6foros, fidlides y métulas, y en la
presencia de células de Hulle y de esclerocios. Es un hongo filamentoso saprofito que
desempefia un papel esencial en la degradacion de la materia organica. Su habitat natural es el
suelo donde sobrevive y se desarrolla sobre esta materia en descomposicion .estos
microorganismos juegan un papel importante en el ciclo del carbono en el suelo ya que
desdoblan el almiddn. Intervienen en el ciclo del fésforo degradando compuestos carbonados
y nitrogenados del suelo, y liberan el fésforo como fosfato asimilable por las plantas (Alcala
etal., 2015).

Figura 3: A) Hifas y conidiéforos de Aspergillus B) Esquema de conidiéforo de Aspergillus.
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Mediante la captura de microorganismos con ayuda de trampas de arroz con melaza se pudo
sembrar hongos por colores en un medio de cultivo PDA para su posterior identificacion en el
microscopio segun las caracteristicas morfoldgicas del hongo se logré identificar al género
Alternaria se caracteriza por la formacion de conidios polimorficos ya sean individuales o en
cadenas cortas o largas, las cuales pueden ser transportadas por el aire, agua y permanecer en
latencia en el suelo. Las conidias son de forma alargada, pequefias y segmentadas, de forma
elipsoide y septadas (figura 4). El cuerpo de las conidias puede estrecharse gradualmente

hasta alcanzar la forma de un pico conic (Ledn, 2016). Al inicio de su crecimiento las
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colonias son de color gris o verde olivo su consistencia es polvorienta y lanosa, después en el
centro se oscurece, mientras sus bordes permanecen grisaceos y su reverso se pone de color

negro (Guadalupe, 2020).

Figura 4: A) Conidios del género Alternaria B) Esquema de conidios de género Alternaria.
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Fuente (Sanchez, 2022)

Mediante la siembra de hongos en medios de cultivo PDA se logro identificar al género
Fusarium por lo que nos basamos en las caracteristicas microscépicas observadas como las
células conidiogenas son fialides simples o ramificadas, a menudo finas y afiladas o con
forma de botella. Las esporas pueden salir de un sélo orificio (monofialides) o de varios
(polifidlides). La célula apical es alargada y la basal tiene forma de pie. Se producen en
sucesion basipetal a partir de las monofialides. También pueden ser producidas en
esporodoquias, que pueden tener monofialides o polifialides. En ocasiones recuerdan a un
racimo de platanos (figura 5). El color que desarrollan depende de la especie y puede ser
blanquecino, crema, anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc. Estas coloraciones también pueden
variar segun los diferentes medios de cultivo. El micelio aéreo suele ser abundante y de
aspecto algodonoso. La velocidad de crecimiento, la morfologia y la pigmentacién de la
colonia son datos importantes para la identificacion (Monzén & Rodriguez, 2013). EI medio
de cultivo PDA es (til y esencial para valorar el aspecto morfoldgico y la coloracién de la
colonia. Su alto contenido en carbohidratos condiciona un mayor crecimiento, en detrimento

de la esporulacion que suele retrasarse hasta un mes. Las conidias pueden ser atipicas.
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Figura 5: A) Macroconidias y esporodoquia de Fusarium B) Esquema morfoldgico del género Fusarium.
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En la identificacién de microorganismos nos encontramos con el género Botrytis en las dos
terrazas agricolas sus caracteristicas de este hongo es que produce gran cantidad de micelio
gris y varios conidiéforos largos y ramificados, cuyas celulas apicales redondeadas producen
racimos de conidios ovoides, unicelulares, incoloros o de color gris. Los conidiéforos y los
racimos de conidios se asemejan a un racimo de uvas. El hongo libera facilmente sus conidios
cuando el clima es himedo y luego éstos son diseminados por el viento. EI hongo a menudo
produce esclerocios irregulares, planos, duros y de color negro (figura 6). Botrytis inverna en
el suelo en forma de esclerocios o de micelio, el cual se desarrolla sobre restos de plantas en

proceso de descomposicién (Biché, 2019).

Figura 6: A) Conidioforos de Botrytis B) Esquema de conidiéforo de Botrytis.
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12.2 Tincién de Gram Para Identificacion De Bacterias

En la figura 7 se muestra un género de bacteria localizado en las terrazas agricolas como es
Clostidium, se trata de bacilos grampositivos, parasitos y saprofitos. Algunos de esos géneros
esporulan y son moviles. Toman la forma de un fésforo, de un palillo de tambor o de un huso
de hilar. Esta bacteria se logré identificar con ayuda de la tincion de Gram con muestras
sembradas en un medio de cultivo PCA que es especificamente para recuento en placa y
adecuado para determinar el recuento bacteriano. La tincién es un método sencillo para
incrementar el contraste entre la célula y su entorno y por lo tanto contribuye a mejorar la
imagen observada. Las técnicas de tincién con diversos colorantes facilitan la observacion al
aumentar notablemente el contraste (TORRES, 2011).

Figura 7: A) Vista microscépica de Clostidium. B) forma del género de la bacteria Clostidium.
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Fuente (S&nchez, 2022)

Los microorganismos, concretamente las bacterias, pueden observarse directamente al
microscopio de campo claro. En la figura 8 se observa el género Bacillus encontradas en las
terrazas de banco es un género de bacterias en forma de baston y gram positiva. Todas las
tinciones se realizan a partir de suspensiones de microorganismos extendidas en un
portaobjetos (frotis), secadas y fijadas. La fijacion, procedimiento que permite preservar
estructuras celulares. EI PCA tiene alta productividad, estd basada en el alto contenido
nutricional de sus componentes, que permite el desarrollo de las bacterias presentes en la
muestra (Calvo & Zufiga, 2010).
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Figura 8: A) Vista microscopica de Bacillus. B) forma del género de la bacteria Bacillus.

Fuente (Sanchez, 2022)

12.3 Prueba T de Student para medias de dos muestras emparejadas en hongos y

bacterias

En la tabla 6 se utiliz6 una prueba T para realizar una comparacion entre dos terrazas
agricolas y saber si existe significancia en lo que respecta a colonizacién de (hongos) las
medias en caso de la terraza 8 con mayor significancia fue de 77,9375 y para la terraza 7 que
obtuvo una media inferior de 60,1875 por cada 10 gramos de suelo obtenidas de cada terraza
en diferentes lugares al azar con lo que podemos concluir que si hay una diferencia
significativa en ambas terrazas. Se contd con 16 observaciones con un coeficiente de
correlacién de Pearson 0,43846001con 15 grados de libertad y el valor de la prueba de dos
colas fue de 0,000713999 que fue menor al p valor alfa de 0,05 con lo cual podemos asegurar
que existe variacion significativa en los resultados por lo tanto es una hipoétesis alternativa con
lo que podemos concluir que si existe una diferencia en las dos terrazas agricolas. Un medio
de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos.
La diversidad metabdlica de los microorganismos es muy amplia; por ello, la variedad de
medios de cultivo es también muy grande, no existiendo un medio de cultivo
universal adecuado para todos ellos. La cuantificacién de microorganismos es un elemento
critico en los estudios de microbiologia. No solo es importante conocer al responsable de un
efecto benéfico o identificar al microorganismo potencial de causar alguna contaminacion

severa, sino también es importante saber el namero de microorganismos implicados, para
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establecer si éstos seran capaces de desarrollar una funcion benéfica o perjudicial (Parra,
2017).

Tabla 5: tabla de datos en una prueba t para medias de dos muestras emparejadas en medios de cultivo agar

PDA para hongos.

Prueba T para medias de dos muestras emparejadas

Terraza 7 Terraza 8
Media 60,1875 77,9375
Varianza 172,9958333 310,8625
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,43846001
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -4,239278182
P(T<=t) una cola 0,000356999
Valor critico de t (una cola) 1,753050356
P(T<=t) dos colas 0,000713999
Valor critico de t (dos colas) 2,131449546

Fuente (S&nchez, 2022)
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Figura 9: Medias de la variable porcentaje de poblacional de microorganismos Aspergillus en las dosis en la

terraza de banco niimero 7.
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En la tabla 7 se utilizd una prueba T para realizar una comparacion entre dos terrazas
agricolas y saber si existe significancia en lo que respecta a colonizacién de bacterias las
medias en caso de la terraza 8 con mayor significancia fue de 171,1875 y para la terraza 7 que
obtuvo una media inferior de 130,3125 por lo tanto por cada 10 gramos de suelo obtenidas
de cada terraza en diferentes lugares al azar con lo que se pudo concluir que si hay una
diferencia significativa en ambas terrazas (Grafico 10). Se contd con 16 observaciones con un
coeficiente de correlacion de Pearson 0,765432145 con 15 grados de libertad y el valor de la
prueba de dos colas fue de 0,000503804 que fue menor al p valor alfa de 0,05 con lo cual
podemos asegurar que existe variacion significativa en los resultados por lo tanto es una
hipétesis alternativa con lo que se pudo concluir que si existe una diferencia en las dos
terrazas agricolas. El recuento en placa es uno de los métodos mas utilizados para determinar
cual es el nimero de microorganismos viables en un medio liquido. EI recuento en placa por
siembra en superficie que consiste en la siembra de un volumen conocido de la dilucién
de la muestra sobre la superficie de un medio de cultivo en placa Petri. En este
método todas las colonias crecen sobre la superficie del medio. Generalmente se
utiliza esta técnica para el recuento de bacterias aerobias. Cuando la concentracion es

baja se procede a filtrar la muestra a través de una membrana que serd pasada al medio de



42

cultivo, en una placa de Petri. El crecimiento de una poblacién bacteriana puede  ser
entendido desde diferentes perspectivas y de acuerdo a éstas se puede llegar a
determinar la medida del crecimiento mediante diversas metodologias, el crecimiento
implica el aumento de los microorganismos capaces de formar colonias debido a que
solo se tiene encuenta el ndmero de microorganismos viables, esto es capaces

de crecer indefinidamente (Parra, 2017).

Tabla 6: tabla de datos en una prueba t para medias de dos muestras emparejadas en medios de cultivo agar

PCA para bacterias

Prueba T para medias de dos muestras emparejadas

Terraza 7 Terraza 8

Media 130,3125 171,1875
Varianza 1653,295833 3289,629167
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,765432145
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -4,41282554
P(T<=t) una cola 0,000251902
Valor critico de t (una cola) 1,753050356
P(T<=t) dos colas 0,000503804
Valor critico de t (dos colas) 2,131449546

Fuente (Sanchez, 2022)
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Figura 10: Medias de la variable porcentaje de poblacional de microorganismos Aspergillus en las dosis en la

terraza de banco niimero 7.
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CAPITULO IV

13. CONCLUSIONES

Podemos concluir mediante la identificacion de los microorganismos presentes en ambas
terrazas que si existe diversidad microbiana con la identificacion de bacterias y hongos. Se
lograron identificar 8 géneros diferentes entre bacterias y hongos estos son: Fusarium,
Botrytis, Alternaria, Beauveria, Trichoderma, Aspergillus, Bacillus, Clostidium, cada uno de
ellos efectdan cargos que ayudan a la desintegracion de la materia organica y a la vez ciertos
microorganismos patogenos perjudican el estado del suelo hacia los cultivos, ademas alguno
de ellos pueden contrarrestar a microorganismos perjudiciales como es Trichoderma que

puede inhibir ciertas bacterias y hongos patdgenos.

Podemos concluir que por cada 10gr de suelo de la terraza 8 se determino el 77,93% de
poblacion mientras que la terraza 7 se obtuvo el 60,18% de los mismos por lo que existe una
variacion significativa en hongos mientras que, para bacterias también se obtuvo una
variacion significativa en la terraza ocho con el 171,18% vy la terraza siete con 130, 31% de
poblacion por lo tanto influyen directamente en los parametros fisicos y quimicos del suelo.

14. RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones se recomienda utilizar medios selectivos para poder identificar de
mejor manera a los microorganismos en especial a las bacterias y conocer la diversidad

existente en cada terraza.

Remplazar parcialmente los fertilizantes quimicos con aplicaciones de materia organica para

la obtencion de mas colonizacion de organismos benéficos.

Para tener siembras exitosas de microorganismos en dos medios de cultivo para el recuento de
colonias por el método de siembra en superficie se debe tener en cuenta el tiempo
prolongado que se necesita para la preparacion de los medios y el riesgo  de

contaminacién por otros microorganismos que pueden afectar el medio de cultivo.
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Anexo 1: pesado de muestras en cada tarrina con 123 gr de arroz precocido 4 minutos cada

una para su posterior sellado con medias nylon para realizar el ahoyado a unos 20 cm.
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Anexo 2: Colocacion de las muestras de arroz y cubierta con pléastico y materia organica

durante 8 dias.




Anexo 3: Visualizacion y toma de datos de la terraza 8.
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Anexo 4: Visualizacion y toma de datos de la terraza 7
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Anexo 5: Pesado y realizacion del medio de cultivo PDA para el cultivo de los

microrganismos.
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Anexo 6: Preparacion de cajas Petri con PDA y PCA en la cdmara de flujo laminar posterior

siembra de cultivos con ayuda de un asa de siembra y un mechero para esterilizar y evitar
contaminacion y etiquetado de cada muestra.
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Anexo 7: ldentificacion por medio de microscopio de los diferentes microrganismos

encontrados en las dos terrazas 7 y 8 y con ayuda de bibliografia
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Anexo 8: Preparacion de medios de cultivo PDA y PCA para realizar el conteo de

microorganismos Y bacterias encontradas en la terraza 7 y 8 por medio de muestras de tierra.
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Anexo 9: Siembra de los microrganismos obtenidos de las muestras de tierra en cada terraza

posterior etiquetado para manadar a la incubadora por 48 horas.
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Anexo 10: Conteo de colonias de microrganismos con ayuda de un contador de colonias y su

posterior tabulacion de datos en Exel y se realiz una prueba T.
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Anexo 12 : Proceso por pasos para la realizacion de la tincion de Gram y su posterior

observacién en microscopio.
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Anexo 13: Registro de datos tabulados con 16 repeticiones y los 4 tratamientos durante todo

el proceso investigativo de la Terraza 7 y 8 de un medio de cultivo PDA.

T1R1 42 T1R1 72
T1R1 47 44,5 T1R1 66 69
T2R1 46 T2R1 75
T2R1 51 48,5 T2R1 82 78,5
T3R1 48 T3R1 96
T3R1 53 50,5 T3R1 102 99
T4R1 35 T4R1 58
T4R1 45 40 T4R1 62 60
T1R2 46 T1R2 65
T1R2 45 45,5 T1R2 76 70,5
T2R2 54 T2R2 77
T2R2 69 61,5 T2R2 84 80,5
T3R2 74 T3R2 116
T3R2 70 72 T3R2 93 104,5
T4R?2 78 T4R2 48
T4R?2 81 79,5 59

66

68

76,5

54
T1R4 46 T1R4 66
T1R4 64 55 T1R4 84 75
T2R4 62 T2R4 71
T2R4 74 68 T2R4 84 71,5
T3R4 78 T3R4 95
T3R4 81 79,5 T3R4 102 98,5
T4R4 55 T4AR4 55
T4R4 46 50,5 TARA 46 50,5
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Anexo 14: Registro de datos tabulados con 16 repeticiones y los 4 tratamientos durante todo

el proceso investigativo de la Terraza 7 y 8 de un medio de cultivo PCA.

T1R1 67
T1R1 78 72,5
T2R1 123
T2R1 101 112
T3R1 Sl
T3R1 130 93,5
T4R1 128
T4R1 426 277
T1R2 212
T1R2 S7 134,5
T2R2 89
T2R2 103 96
T3R2 201
T3R2 159 180
T4R2 162
T4R2 183 172,5
130,5
109,5
101
196,5
T1R4 95
T1R4 85 90
T2R4 102
T2R4 118 110
T3R4 123
T3R4 178 150,5
TAR4 204
T4AR4 189 196,5

T1R1 76

T1R1 73 74,5

T2R1 84

T2R1 97 90,5

T3R1 101

T3R1 141 121

T4R1 184

T4R1 212 198

T1R2 147

T1R2 103 125

T2R2 108

T2R2 179 143,5

T3R2 122

T3R2 196 159

T4R2 235

T4R2 257 246
136,5

169
175

2245

T1R4 189

T1R4 107 148

T2R4 222

T2R4 116 169

T3R4 259

T3R4 289 274

TAR4 150

TARA4 167 158,5




