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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion se llevd a cabo en la terraza de banco N°8 de produccion
orgénicay en el lote N°5 de produccién es convencional ubicado en el Campus Salache, Canton
Latacunga, provincia de Cotopaxi, la investigacion se basa en la recoleccion de muestras de
suelo y distribucion de trampas de arroz con diferentes cantidades de melaza, en un intervalo
de tiempo de tres semanas con el objetivo de identificar la cantidad de poblacion flngica y
bacteriana presente en el suelo. La metodologia del proyecto de investigacion fue de forma
cualitativa y cuantitativa, debido a que se identifico la poblacién fangica y bacteriana en el
Laboratorio De Microbiologia de la Facultad de CAREN de Universidad Técnica Cotopaxi, se
determind la poblacién microbioldgica a través de medios de cultivo como: PDA (Potato
Dextrose Agar) para la multiplicacion de hongos y PCA (Agar Plate Count) para la
multiplicacién de bacterias. Donde se realiz6 el conteo de UFC*gr-3 de suelo por cada grupo
mencionado, y a la par se establecid el analisis Fisico - Quimico del suelo analizado en el
Departamento de Suelos, Plantas y Aguas (INIAP). Ademas, se plante6 un de disefio
completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial de A*B con 2 repeticiones y 4
tratamientos, dando como resultado 64 unidades experimentales. Se evalué la poblacion fangica
y bacteriana en los dos sistemas de produccion, en donde se determin6 que el mejor resultado
se obtuvo en el sistema de produccidn organico con un sustrato de arroz + 6ml de melaza con
una cantidad de 20,50 UFC en poblacion fungica y 21,91 UFC en poblacién bacteriana, en
cuanto al sistema de produccion convencional se obtuvo mejores resultados con el sustrato de
arroz + 4ml de melaza, en una cantidad de 16,82 UFC en la poblacion fangica y 18,95 UFC en
la poblacion bacteriana, en las muestras de sustrato se pudo identificar los siguientes hongos:
Trichoderma spp, Beauveria spp, Rhizopus spp, Metarhizium spp; y bacterias gran positivas y

gran negativas.

Palabras clave: Poblacion fungica. Poblacién bacteriana, Organico, Convencional.
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THEME: "SOIL FUNGIC AND BACTERIAL MICROBIOLOGICAL QUALITY
ASSESSMENT IN TREE TOMATOES (Solanum betaceum) CROP INTO TWO
PRODUCTION SYSTEMS IN THE CAMPUS SALACHE, 2022".

AUTHOR: Yénez Echeverria Lisbeth Jessenia.
ABSTRACT

The current research project was performed on the bank terrace No. 8 organic production and
on lot No 5 conventional production located in the Salache Campus, Latacunga Canton,
Cotopaxi province, the research is based on the soil samples collection and rice traps
distribution with different molasses amounts, in a three weeks' time interval with the aim at
identifying the fungal and bacterial amount present in the soil. The research project
methodology was qualitative and quantitative, because that it was identified the fungal and
bacterial population in the Microbiology Laboratory of CAREN Faculty from Cotopaxi
Technical University, it was determined the microbiological population, through culture media,
such as: PDA (Potato Dextrose Agar) for the fungi multiplication and PCA (Plate Count Agar),
for the bacteria multiplication. Where it was performed the soil CFU gr-3 count for mentioned
each group, and at the same time, it was estableshed the soil Physical-Chemical analysis
analyzed in the Soils, Plants and Waters (INIAP) Department Furthermore, it was proposed a
completely randomized design (DCA) with a A*B factorial arrangement with 2 repetitions and
4 treatments, resulting into 64 experimental units. It was assessed the fungal and bacterial
population in the two production systems, where it was determined, what the got best result in
the organic production system with a molasses rice substrate + 6ml with an 20.50 CFU amount
into fungal population, and 21.91 CFU in the bacteria population, regarding, to the conventional
production system, it was got better results with the molasses rice substrate + 4ml, in a 16.82
CFU amount in the fungal population and 18 95 CFU in the population bacterial, it could be
identified in the substrate samples, the following fungi: Trichoderma spp, Beauveria spp,

Rhizopus spp, Metarhizium spp, and gram positive and gram negative bacteria.

Keywords: Fungal population. Bacterial population, Organic, Conventional.
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO.

El presente proyecto de investigacion, “EVALUACION DE LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA FUNGICA Y BACTERIANA DEL SUELO EN EL
CULTIVO DE TOMATE DE ARBOL (Solanum Betaceum.) EN DOS SISTEMAS
DE PRODUCCION.” se llevé a cabo en la terraza de banco N°8 de produccion
organica y en el lote N°5 de produccion convencional del Campus Salache, canton
Latacunga, provincia de Cotopaxi, la investigacion se basa en la recoleccion de
muestras de suelo y distribucion de trampas de arroz con diferentes cantidades de
melaza, en un intervalo de tiempo de tres semanas, a una profundidad de 30cm.
Para realizar una comparacion de la calidad microbiologica del suelo en los

diferentes sistemas de produccion.

La metodologia de este proyecto de investigacion fue de forma cualitativa y
cuantitativa. Ademas, se plante6 un de disefio completamente al azar (DCA) con un
arreglo factorial de A*B con 2 repeticiones y 4 tratamientos, dando como resultado
64 unidades experimentales, debido a que se identifico la poblacion fungica y
bacteriana en el Laboratorio De Microbiologia de la Facultad de CAREN de
Universidad Técnica Cotopaxi, se determind la poblacion microbioldgica a través
de medios de cultivo como: PDA (Potato Dextrose Agar) para la multiplicacién de
hongos y PCA (Agar Plate Count) para la multiplicacion de bacterias. Donde se
realizo el conteo de colonias y UFC*gr-3 de suelo por cada grupo mencionado, y a
la par se establecié el analisis Fisico - Quimico del suelo analizado en el
Departamento de Suelos, Plantas y Aguas (INIAP) de los dos sistemas de

produccién.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO.

Los suelos se consideran espacios heterogeneos definidos por sus propiedades
fisicas, quimicas y biologicas, y en condiciones naturales tienden a establecer un
equilibrio dindmico entre sus diferentes propiedades, creando asi las condiciones
adecuadas para los diversos organismos que transforman y descomponen el
sustrato. En general, se considera que el microbiota del suelo esta compuesto
principalmente por bacterias y hongos y desempefia un papel importante en la
fertilidad del suelo, el ciclo de nutrientes, la evolucion, la estructura y la proteccion.
(Vega N. et al., 2015)

Los microorganismos en los sistemas garantizan la sostenibilidad, contribuyendo a
optimizar la calidad y la salud del suelo, limitar el aporte de nutrientes e incrementar
los rendimientos. La actividad microbiana de la rizosfera es, en gran medida,
responsable del funcionamiento del ecosistema y de la fertilidad de los suelos. La
actividad microbiana se desarrolla en funcion de factores intrinsecos y extrinsecos
al sistema suelo, por lo cual constituye un indicador de la dindmica del suelo y de
la salud del recurso, pues una buena actividad microbiana puede ser el reflejo de
Optimas condiciones fisicas y quimicas que permitan el desarrollo de los procesos

metabolicos de bacterias, hongos. (Panama et al., 2020)

La sostenibilidad agricola ha cobrado especial interés en los Gltimos afios, ya que
este tipo de manejo de los agroecosistemas repercute en beneficios para el hombre,
asi como para el balance ecoldgico y agroecolégico. Sin embargo, para fortalecer
los sistemas agricolas sostenibles se requiere del conocimiento fundamental de los
diversos componentes que lo integran y que pueden ser determinantes en la

funcionalidad de los mismos. (Ferrera Cerrato, R. et al., 2001.)



4. BENEFICIARIOS.

Como beneficiarios del presente proyecto investigativo van a ser los diferentes
usuarios tales como estudiantes y profesionales que requieran de esta informacién
en sus diferentes niveles de conocimientos. Por este motivo tenemos dos tipos de

beneficiarios.

4.1. Beneficiarios directos:

Los estudiantes y docentes de la Universidad Técnica De Cotopaxi, asi también las
diferentes personas con sus distintos niveles de conocimiento e interés que tomen
por el tema: pequefios, medianos y grandes agricultores, investigadores que quieran

seguir con el proyecto.

4.2. Beneficiarios indirectos:

Los profesionales de la carrera de Ingenieria Agronémica de la Universidad Técnica
de Cotopaxi en conjunto con la Coordinacion de Investigacion. Todos los
estudiantes de los diferentes niveles académicos de la Carrera de Ingenieria

Agronomica seran beneficiados con el aporte de esta investigacion.



5. PROBLEMATICA DE INVESTIGACION.

En estos Gltimos 50 afios la tecnificacion de las practicas agricolas ha estado en un
contante incremento en cuanto a la produccion de alimentos en el mundo se refiere,
pero también se sabe que existe un aumento excesivo en la aplicacion de
fertilizantes, insumos costos, plaguicidas, maquinaria agricola, monocultivos
causando asi la perdida de microorganismos presentes en el suelo, erosion del suelo,
desertificacion, contaminacién ambiental. (Laurin, M., Llosa, M. J., Gonzalvez, V.,
Porcuna, J. L., & CAPA, S. V. 2006).

Segln los datos de Faostat se pudo observar que en Ecuador el uso de los
fertilizantes nitrogenados a obtenido un aumento muy evidente ya que en el 2000
su total era de 71,600 toneladas y al 2020 aumento a 208,212.58 toneladas, a su vez
se encontrd una disminucién en el uso de tierras agricolas ya que en el 2000 la
cantidad era de 8,066 ha y al 2020 disminuyé a 5,420 ha observado asi que son
cifras alarmantes en la produccion. Segun (Intriago Mendoza, 2019), el uso de la
maquinaria agricola se evidencio que el 7% de la poblacion agricola emplea este

tipo de tecnologia a motor

La FAO en 1979, defini6 la degradacion del suelo como aquel proceso que
disminuye su capacidad real y/o potencial para producir alimentos agricolas. La
degradacion de los suelos se da por varios factores tales como: la practica de la
agricultura convencional, la utilizacion excesiva, sin una guia técnica sobre el uso
y aplicacion de agroquimicos, lo cual ha provocado en el Ecuador, en particular en
las zonas rurales, que los suelos se vuelvan improductivos y estériles. EIl incremento
de la presencia y resistencia de plagas y enfermedades ha llevado a la aplicacion de
pesticidas cada vez en mayores dosis y con menores rangos de frecuencias. (José &
Guerron Villacis, 2015)

Los microrganismos mas abundantes en el suelo son las bacterias, aunque los
hongos por tener un mayor tamafo representan un 70% de la biomasa afirmando
asi que en cada gramo de suelo se pueden encontrar mas de 10,000 especies
diferentes de microorganismos, muchos de ellos desconocidos ya que no pueden

ser cultivados, es por este motivo que se realizé una cuantificacion en cada sistema



de produccidén de tomate de arbol para determinar en cual localidad se encuentran

mayor cantidad de vida microbiana en diferentes medios de cultivos y capturas de

microorganismos. (Osorio-Vega, N. W. 2009).

6. OBJETIVOS.

6.1. Objetivos General.

Evaluar de la calidad microbioldgica fungica y bacteriana del suelo en el cultivo de

tomate de arbol (Solaum betaceum.) en dos sistemas de produccién.

6.2. Objetivos Especifico.

e Determinar la mejor concentracion para la captura de la poblacion flngica

y bacteriana.

e ldentificar los microorganismos a nivel de bacterias y hongos que se

encuentran el suelo de los sistemas de produccion.

e Cuantificar la presencia de microorganismos en el suelo de los sistemas de

produccion.

e Observar los resultados de los andlisis de suelo Fisico - Quimico del suelo

realizado en el Departamento de Suelos, Plantas y Aguas (INIAP) de los

sistemas de produccion.

7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A

LOS OBJETIVOS PROPUESTOS.

Determinar la
mejor dosis para la
captura de la
poblacién fangica
y bacteriana.

Ubicacién de los
sistemas en las que se
va a desarrollar el
ensayo.

trampas para la
captura de
microorganismos

en las localidades.

Tabla1l. Cronograma De Actividades.
Objetivos Actividad (tareas) Resultado de la Medio de
especificos actividad verificacion
ACTIVIDAD Ubicacion de las Fotos

Cuaderno de
campo.




Elaboracioén del
sustrato empleado para
la recoleccion.

Distribucion y
recubrimiento las
muestras en los
sistemas de produccion.

Identificar los
microorganismos a
nivel de bacterias y
hongos que se
encuentran el suelo
de los sistemas de
produccion.

ACTIVIDAD.
Recoleccion de las
muestras de campo.

Elaboracion de los
medios de cultivo.
Separacion de las
muestras por colores.
Aislamiento en cajas
Petri.

Observacion e
identificacion de los
microorganismos en
microscopio.

Identificacion de
los
microorganismos
encontrados.

Fotografias.

Placas aisladas.

Cuantificar la
presencia de
microorganismos
en el suelo de los
sistemas de
produccién.

ACTIVIDAD
Muestreo de suelo en
los dos sistemas.
Elaboracion de medios
de cultivo.

Pesaje en gramos y
disoluciones de suelo
en mililitros.

Aislacion de las
disoluciones en cajas
Petri.

Conteo de las unidades
formadoras de colonias.

Disolucion de las
muestras de suelo
y aislamiento de
placas por 24 y 48
horas.

Obtener datos
comparativos de la
calidad microbiana
fangica 'y
bacteriana de las
dos localidades

Placas aisladas.
Fotografias.
Tablas de conteo.

infostat.

Observar los
resultados de los
analisis de suelo
Fisico - Quimico
del suelo realizado
en el Departamento

ACTIVIDAD
Recoleccion de muestra
de suelo a lo largo de
los sistemas de
produccién.

Comparar los
analisis fisico-
quimicos del suelo
de los sistemas de
produccion.

Resultados del
andlisis de suelo.




de Suelos, Plantas | Enviar a analizar el
y Aguas (INIAP) suelo.

de los sistemas de
produccion.

Elaborado por: Yéanez Echeverria Lisbeth Jessenia.

8. FUNFAMENTACION TEORICA.

8.1. Origen.

El tomate de arbol (Solanum betaceum) es una especie de origen andino que fue
domesticada y cultivada desde los inicios del descubrimiento de América. Es una
planta frutal semi-perenne, su produccion inicia en el primer afio después de ser
plantado y se extiende hasta los dos afios dependiendo de la altura de la zona el
periodo se puede prolongar un poco mas. Posee una gran adaptabilidad y un buen
desarrollo en las zonas andinas de Ecuador y Colombia con altitudes de 1000-
3000m, asi como entre 300 y 900 m en Puerto Rico, de 300 a 2200 m en la India y,
1800 m en Haiti. (Feican-Mejia, C.G.; Encalada-Alvarado, C.R., et al., 2016)

8.2. Tomate de Arbol en el Ecuador.

En el Ecuador el tomate de arbol posee una superficie de 5000 ha de produccion y
estan distribuidas en los valles interandinos de las siguientes provincias: Carchi,
Pichincha, Cotopaxi, Cafar, Azuay y Loja con un promedio rendimiento de 60 a 80
t/ha/afio. En ecuador se cultiva a una altura de 2000 a 2800m, con una media de
temperatura entre 13 y 24°. (Buono, S.; Aguirre, C.M., et al., 2018)

8.3. Descripcion taxonémica.

Segun (INIAP-Estacion Experimental Santa Catalina, 2004.) la clasificacion

taxonomica es la siguiente:

Reino: Vegetal

Division: Faner6gamas

Subdivision: Angiospermas




Clase: Dicotiledoneas
Subclase: Metaclamideas
Orden: Tubiflorales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum betaceaum

8.4. Suelo.

El suelo es un recurso de vital importancia ya que se desarrollan los ambitos
econdmico-social y es el soporte fisico y quimico de los ecosistemas terrestres.
(Gonzélez-Cueto, O., Iglesias Coronel, C.E. et al., 2009)

8.5. Produccién agricola.

Este indicador permite comprender aquellos conocimientos que se utilizan en las
practicas agricolas. Hace referencia a los tipos de produccién y los beneficios que
se pueden obtener con las actividades planificadas y controladas por las personas
que la realizan, que entienden los ciclos de la naturaleza y factores climaticos.
(Vargas-Cuevas, J.A., 2017)

8.6. Sistema Agroecoldgico.

La agricultura agroecoldgica es un sistema de produccion libre de residuos de
productos agroquimicos. Estudia los procesos ecoldgicos, posee técnicas y
enfogues novedosos en beneficio de la agricultura. Ademas, analiza la interaccion
de la flora y fauna. (Botero, L., & de la Ossa, J.et al., 2010)

8.7. Sistema Convencional.

La agricultura convencional se caracteriza por el uso de la maquinaria agricola,
productos quimicos para el control de plagas y enfermedades, fertilizantes, semillas
mejoradas. Se desarrollo con la llegada de la revolucion verde mostrando que no es
funcional para el medio ambiente ya que puede causar la contaminacion de aguas,

erosion de suelos y perdida de la vida microbiana. Clavijo-Ponce, N.L. 2013)
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8.8. Calidad microbioldgica.

La calidad microbioldgica se utiliza como una herramienta de valoracion en
diversos espacios tales como: suelo, aire, agua, de esta manera los microorganismos
son usados como indicadores del estado del ambiente. Un ecosistema saludable para
las futuras generaciones y demanda de produccidn sostenible de alimentos frente a
un escenario en donde se busca nuevas alternativas. (Yegres & Araujo, 2015)

8.9. Microbiologia del suelo.

Los microrganismos del suelo cumplen una funcién muy importante ya que estan
presentes en los procesos del suelo, de tal manera que realizan actividades
especificas. (Yegres & Araujo, 2015)

8.10. Funciones importantes de los microorganismos en el sector agricola.

Los microorganismos descomponen los compuestos organicos complejos tales
como los cadaveres de animales, plantas muertas y desechos de los alimentos,

haciéndolos facilmente absorbibles por las plantas.

Se pueden crear compuestos tales como sustancias antibioticas, enzimas y acido
lactico que pueden suprimir varias enfermedades y promover las condiciones
saludables del suelo. (Alvaro, 2019)

8.11. Servicios que proveen los microorganismos.

e Descomposicion y mineralizacion de desechos organicos.

e Regulacion de los ciclos biogeoquimicos (nitrogeno, fosforo, azufre, etc.)

e Retencion y liberacion de nutrientes para las plantas.

e Generacion, mantenimiento y renovacion del suelo.

e Regulacion atmosférica de gases traza (produccion y consumo: CO2N202,
N2.etc)

e Control de plagas agricolas.

e Mantenimiento de la productividad primaria de los ecosistemas Yy

agroecosistemas. (Montafio, N., Sandoval, A., et al., 2010)
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8.12. ¢ Qué son hongos?

Los hongos son los organismos que aportan al suelo la mayor parte de biomasa ya
que poseen una gran cantidad y tamafio. Ademas, son los principales agentes de
descomposicion en ambientes acidos. Pueden ser diferenciador con mayor
efectividad en base a su morfologia. Los hongos en el medio de cultivo suele ser el
micelio incoloro y las esporas coloreadas. Estos microorganismos por ser
heterotrofos dependen de la disponibilidad y presencia de sustratos carbonados
oxidables. (Benintende, S., Sanchez, C. 2005)

8.12.1 Trichoderma spp.

Taxonomia.

Las especies de hongos que pertenecen el género trichoderma spp has sido
plenamente caracterizadas por tener aplicaciones en el ambito agricola en el control
de plagas. La taxonomia esta establecida sobre caracteristicas morfologicas. (Danay
Infante, et al., 2009.)

Tabla2. Taxonomia del Trichoderma Spp.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma
Especie: Spp

Nombre cientifico; | Trichoderma spp.

Fuente: Rifai, 1969

8.12.2. Generalidades.

Las especies del género trichoderma son los hongos antagonistas mas utilizados
para el control de enfermedades generadas por hongos, ya que su aislamiento y
reproduccion son de rapido crecimiento y desarrollo en un gran namero de

sustratos. (Umaria-Castro et al., 2018)
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8.12.3. Fisiologia.

Trichoderma es un hongo aerdbico, capaz de resistir un amplio intervalo de
temperatura, por ejemplo: aislaron una cepa en Alaska con un crecimiento a una
temperatura de 4°C y tolero hasta 33 °C. la temperatura optima es de 30°C. Esta
especie no es exigente con la relacion de pH del sustrato; pueden crecer en pH desde
5,5 a 8,5 aunque los valores dptimos son entre 5,5 y 6,5. El desarrollo de la
trichoderma se activa con una humedad 60% optimo a la capacidad de suelo.
(Martinez, B., et al.,2015)

8.12.4. Morfologia.

Las colonias los aislamientos presentan un rapido crecimiento. Rifai en 1969 sefialo
que es de color blanco y se tornan a solo verde oscuro con una abundante
esporulacién. En el medio de cultivo (PDA) este hongo o presenta micelio aéreo y
su pigmentacion puede variar de verde oscuro a verde claro y en algunas ocasiones
son de color amarillo. En su crecimiento y desarrollo generan hifas de 5-10um de

ancho. (Danay Infante, et al., 2009)

8.12.5. Mecanismo de accion.

En la accion bio-controladora. Los principales mecanismos de accion son la
competencia por espacio y nutrientes, el micro-parasitismo y la antibiosis; estos
mecanismos se ven favorecidos por la habilidad de los trichoderma para colonizar
la rizosfera de las plantas.(Danay Infante, et al., 2009)

8.12.6. Habitat.

Esta especie fangica se encuentra distribuido por todo el mundo y se presenta de
forma natural en diferentes ecosistemas, especialmente donde se encuentra materia
organica o desechos vegetales en descomposicion. Posee la capacidad de

adaptacion a diversas condiciones medioambientales. (Martinez, B., et al., 2015)
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8.13. Beauveria spp

8.13.1. Taxonomia.

Se ha comprobado que existe una gran diversidad de cepas en esta especie a

continuacion la taxonomia. (Tamez-Guerra, P.,2012.)

Tabla 3. Taxonomia de Beauveria spp.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Cordycipitaceae
Género: Cordyceps

Especie: Beauveria bassiana.

Fuente: https://www.uniprot.org/taxonomy/475271

8.13.2. Generalidades.

Beauveria bassiana es un hongo entomopatégeno mas usados en el control de
insectos a nivel mundial en la industria agricola y forestal. La razon para esta
preferencia reside en su amplio rango de accion correspondiente a cerca de 750
especies de insectos al alto grado de conocimiento a nivel molecular de la
interaccion hospedero-patégeno. (URIBE, D., KHACHATOURIANS, G., 2007.)

8.13.3. Morfologia.

Se reproduce a través de conidios. Estas células conidiales poseen una forma
globosa y sub globosa de 2 a 3 x 2.0 a 2,5 micras y tienen un cuello corto. La
estructura se observa como un polvo blanco sobre el hospedero cuando cubre
totalmente su presa. En presencia de materia organica los conidios formas una red

micelar filamentosa. (Castillo, C., et al., 2014)

8.13.4. Mecanismo de accién.

Las esporas de Beauveria bassiana al entrar en contacto con el agua inicia su

germinacion y actividad enzimatica lo cual permite degradar y penetrar la cuticula
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de los insectos plagas, reproduciéndose rapidamente, invadiendo los tejidos y
generando toxinas que finalmente le causan la muerte al insecto. Este proceso puede
tardar de 4 a 7 dias. (Soto-Fernandez, B.E., 2021)

8.13.5. Habitat.

Los hongos de Beauveria viven naturalmente en el ambiente, suelos o en agua;
también pueden vivir alojados en los mismos cuerpos de los insectos con la
posibilidad de propagar la enfermedad a otros insectos bajo condiciones favorables

de temperatura que oscilan de 10°C a 40°C y humedad. (Ramirez, 2015)
8.14. Rhizopus spp.

8.14.1. Taxonomia.

La taxonomia de esta especie fingica es obtenida segtn la morfologia.

Tabla4. Taxonomia de Rhizopus spp.

Reino: Fungi
Subdivision: Zygomycotina
Clase; Zygomycetes
Division: Mucoromycota
Orden: Mucorales.
Familia: Mucoraceae
Género: Rhizopus spp.

Fuente: (Gelain, J., 2017)

8.14.2. Generalidades.

Rhizopus es un género de moho que incluyen especie cosmopolitas de hongos
filamentosos hallados en el suelo, degradando frutos, vegetales y animales. Produce
esporas sexuales y asexuales. Este hongo genera grandes pérdidas econdmicas y se

lo utiliza también como métodos de control. (Pozo, A., Quesada, J., et al, 2012)
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8.14.3. Fisiologia.

Este hongo filamentoso presenta un micelio que carece de septos visibles y produce
esporangioforos largos, aéreos sin ramificar, de color café oscuro estos brotan de
un nudo rizoides desarrollados; los esporangios son esféricos, negros y brillantes.
Las colonias son de rapido crecimientos son capaces de cubrir la caja Petri a una
temperatura de 25°C. Poseen un aspecto consistente, con denso micelio aéreo
algodonosas, al principio con un color blanco después color gris oscuro. (ALFARO
GUTIERREZ, I., 2011)

8.14.4. Morfologia.

El género de Rhizopus esté dividido en tres grupos: R. stolonifer, R. oryzae, R.
microporus; segun tablas de clasificacion de Schipper en 1984 menciona que entre
las caracteristicas que resaltan de R, stolonifer tienen la presencia de
esporangioforos erectos tienen un tamafio de 1mm de largo cuyas ramificaciones
secundarias y sus esporangios son de hasta 275um. (ALFARO GUTIERREZ, 1.,
2011)

8.14.5. Habitat.

Esta especie es capaz de subsistir en diversos ecosistemas y condiciones
cumpliendo varias funciones bioldgicas como la descomposicion de frutas verduras
y residuos. Su temperatura de crecimiento efectta de los 10°C hasta los 33°C con
una temperatura optima de 25°C. (Gelain, J., 2017)

8.15. Metarhizium spp

8.15.1. Taxonomia.

El género Metarhizium fue descrito en 1883 por Sorokin en base a las caracteristicas
morfoldgicas. (Padilla-Melo et al., 2000)

Tabla5. Taxonomia de Metarhizium spp.

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota
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Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Metarhizium spp.

Fuente: https://www.darwinfoundation.org/es/datazone/checklist?species=17186

8.15.2. Generalidades.

Metarhizium es uno de los hongos entomopatdégenos mas usados en el mundo,
ademas es producido en masa para el control de insectos de diferentes 6rdenes. Esta
especia se a presentado en varios lugares del mundo debido a su alta capacidad de
adaptabilidad en diferentes condiciones ambientales. Tacan naturalmente a 300
especies de insectos de diferentes ordenes entre ellos estan: lepiddpteros,
himendpteros, hemipteros, calépteros y ortopteros de importancia agricola.
(Altamirano Rizo, J., 2021)

8.15.3. Fisiologia.

Es un hongo entomopat6geno, y sus procesos de infeccion comienza con la fijacion
de los conidios en la superficie exterior del cuerpo de los insectos. (Altamirano
Rizo, J., 2021)

8.15.4. Morfologia.

Las colonias en PDA presentan un crecimiento de micelio al borde blanco y con
grupos de conidioforos que se tornan de diferentes colores al multiplicarse los
conidios las variaciones de color pueden ser: de olivo a amarillo verdoso, de olivo
a verde, decoloracion en el envés, color miel o amarillo palido. Pero cabe recalcar
que el color no es esencial para el crecimiento y desarrollo, pero juegan un rol
importante en la resistencia de las esporas en ambientes desfavorables. (Padilla-
Melo et al., 2000)

8.16. ¢ Qué son Bacterias?

Son organismos unicelulares pertenecientes al grupo de procariontes. Poseen un

tamafo de 0.5 y 5u de longitud y la Gnica manera de observarlas es cuando se
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agrupan en colonias. Estos microorganismos estas cubiertos de la pared celular y
les proporciona solidez y proteccion ante el exterior. (Los Angeles, M., et al., 2017)

8.17. Clasificacion de baterias.
Las baterias delo suelo pueden clasificarse en dos grupos:

e [Especies nativas: estan presentes en el suelo y el nimero se mantiene
constante.

e [Especies aldctonas: esta especie no participa activamente en las funciones
bioquimicas de la comunidad. Llegan al suelo en las precipitaciones, tejidos

enfermos y aguas negras. (Benintende, S., Sanchez, C. 2005)

8.18. Tincion de gram.

Es un procedimiento empleado en laboratorio donde se manejan pruebas
microbiologicas. Es definida como tincion diferencial, ya que se utilizan dos
colorantes para distinguir entre bacterias gram positivas y bacterias gram negativas.
Esto fue desarrollado por un cientifico danés Hans Christian Gram en 1884. La
tincién de gram esta basada en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias
la cual determina propiedades determinantes de cada microrganismo. (Lépez-
Jacome, E., et al., 2014)

8.19. Bacterias gram positivas.

Se tifie de color violeta, poseen una pared gruesa constituida por peptidoglicano y
polimeros, e impermeable, pero no cuentan con una membrana celular externa y

que hace que resista la decoloracion. (Rodriguez & Arenas, 2018)

8.20. Bacterias gram negativas.

Se tifie de color rojo y esta constituida por una pared fina de peptidoglicano mas
una bicapa de lipoproteinas y una membrana externa, que se puede deshacer con la

decoloracion. (Rodriguez & Arenas, 2018)
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8.21. Captura de microorganismos.

La captura de macroorganismos en la agricultura tiene un enfoque concreto de
trabajar mejor los cultivos, al mismo tiempo observar y respetar las leyes de la
naturaleza empleando técnicas que la misma naturaleza nos proporciona, y aporta
beneficios al suelo para conseguir una buena produccion de plantas y frutos.
(Quesada et al., 2012)

8.22. Sustrato para la captura de microorganismos.

Los sustratos utilizados para la captura de microrganismos teniendo en cuenta que
son seres saprofitos (se alimenta de manera organica) deben poseer los elementos
necesarios para una adecuada sintesis de la materia celular y para la produccion de
metabolitos. (Triana-Brito, W.1., 2020)

8.22.1. Arroz.

El arroz es el cereal con mas almidon con alrededor del 70%. Su contenido en
proteinas es bajo (7,3%) y rico en lisina (4,1%). Su contenido en cenizas es muy
escaso y su aporte en macrominerales practicamente despreciable. El arroz original
es rico en aceite que a su vez es rico en vitamina E. Este aceite tiene un alto
contenido en acido linoleico, por lo que se degrada con mucha facilidad. (Olivo-
Molina, S., et al., 2021)

8.22.2. Melaza.

La melaza es un liquido negro espeso que se produce a partir del residuo que queda
en los barriles después de que la mayor parte de la cafia de azUcar ha sido extraida
por cristalizacién y centrifugacion. La melaza es un carbohidrato concentrado. El
azlcar constituye alrededor del 80% de su contenido de materia seca. Como
resultado, es muy apetecible y su contenido energético es grande. Este subproducto
de la industria azucarera tiene un alto contenido en sacarosa (32%), sacarosa
(rafinosa) y acidos organicos (malico, oxalico, lactico, acutinico y citrico). (Olivo-
Molina, S., et al., 2021)
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8.23. Medios de cultivos.

Es un sustrato o solucion de nutrientes en los que crecen y se desarrollan y
multiplican los microorganismos en el laboratorio; con el objetivo de aislar,
identificar y realizar estudios complementarios de especies de grupos fangicos y

bacterianos. (Diaz-Pérez et al., 2013)

8.24. ;Qué es PDA?

El Agar Papa Dextrosa es un medio de cultivo de uso general se puede
complementar con acido o antibioticos para inhibir el crecimiento bacteriano, posee
una base nutricional rica en infusion de papa, esto produce un crecimiento de
hongos y moho muy abundante. La dextrosa es el carbohidrato fermentable como
una fuente de carbono y energia. (MICROGEN LTDA, 2021)

8.25. ( Qué es PCA?

El Agar Plate Count se utiliza para la determinacién de los recuentos en placa de
microorganismos a partir de muestras en grupos bacterianos. La triptona
proporciona aminoacidos y otras sustancias nitrogenadas complejas y el extracto de
la levadura aporta complejos de vitamina B para el crecimiento de microrganismos.

La dextrosa es una fuente de carbono y energia. (Jackson et al., 2000)

8.26. Muestreo de suelos.

Las muestras de cielo sirven para evaluar la estructura y calidad del suelo. Deben
ser tomadas de campos que estan bajo un cultivo y de areas agricolas; las muestras

deben ser tomadas de la capa arable. (Dias-Romeu, R., et al, 1978)

8.27. Formas de muestreo usadas.

1. El esquema maés sencillo consiste en tomar submuestra al azar de todo el
campo. Luego mezclar las submuestras para obtener una muestra compuesta
que ira a laboratorio.

2. Este esquema de zigzag es la combinacion de muestro sistematico y

aleatorio y su caracteristica principal es que se desarrolla de manera alterna
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entre uno y otro lado del espacio a muestrear. Es el método mas
recomendado para estudios en terrenos cultivables. (T. L. Roberts y J. L.
Henry, 2018)

8.28. ¢ Qué es el recuento microbiano poblacional mediante medio de cultivo?

Es una técnica que se usa en los estudios microbioldgicos de suelo, la cual consiste
en realizar un recuento de viables en disoluciones de suelo sobre un medio general.
Este proceso puede estimar entre el 1 a un 10% de lo obtenido como recuento

microscopico directo. (Benintende, S., Sanchez, C. 2005)

8.29. ¢ Qué es poblacion fangica?

La poblacion fangica puede variar de 20.000 hasta 108 propagulos fingicos/gramo
de suelo. (Benintende, S., Sanchez, C. 2005)

8.30. ¢ Qué es propagulo?

Es una espora, hija o fragmento de hifa capaz de dar origen a una colonia sobre el
medio de cultivo, teniendo en cuenta la longitud de las hifas (10, 100, 1000m/qg) y
un peso estimado entre 500 y 5000kg/ha de suelo superficial. (Benintende, S.,
Sanchez, C. 2005)

9. PREGUNTA CIENTIFICA.

¢Es posible comparar la calidad microbioldgica fangica y bacteriana mediante el
conteo de UFC e identificar los microorganismos presentes con la captura de

microorganismos mediante trampas en el cultivo de tomate de arbol?
10. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.

10.1. Ubicacion del ensayo.

La investigacion se llevd a cabo los sistemas de produccién organico y
convencional en el Laboratorio De Microbiologia de la carrera de agronomia,

Facultad de CAREN campus Salache, en el Sector Salache, provincia de Cotopaxi.
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Figura 1.

Ubicacion geografica.

Fuente: Google maps.

Tabla 6. Ubicacion geografica.

Latitud Longitud Altura S. Altura S.
ORGANICO | CONVENCIONAL
0°59'59" | 78°37'27" | 2747m.s.n.m | 2700m.s.n.m

Elaborado por: Yanez Echeverria Lisbeth Jessenia.

10.2. Materiales y equipos.

Los materiales y equipos que se utilizaron para este proyecto de investigacion.

Tabla7. Materiales y Equipos.

Campo Laboratorio. Equipos.
Melaza. Cajas Petri. Camara
Arroz. Papel film fotografica.
Tarrinas. Papel Parafilm Camara de flujo
Medias nylon. Papel aluminio. laminar.
Costales. Alcohol al 96. Autoclave.
Pala de desfonde. Instrumentos de Estufa.
Flexdmetro. laboratorio. Balanza.
Ligas. Papel absorbente. Computadora.

PDA Contador de
PCA UFC
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10.3. Tipos de investigacion.

10. 3.1. Experimental.

El proyecto de investigacion fue de tipo experimental porque se requirid identificar
la mejor dosificacion para la captura de microorganismos, se realizd un analisis
estadistico de A*B implementado en un DCA en el cual se evaluaron dos sistemas
de produccion.

10.4. Enfoques.

10.4.1. Cuantitativo.

Es de carécter experimental porque se utiliz6 como variables independientes las
dosificaciones para la captura de microorganismos, adicional a eso se realiz6 un
muestreo de suelo y como variable dependiente el conteo de unidades formadoras

de colonias.

10.4.2. Cualitativo.

Es de caracter cualitativo porque con la ayuda de las trampas de arroz se pudo
obtener la captura de microorganismos la cual nos permitira llevar a laboratorio

separar por colores he identificar cual es el hongo o la bacteria encontrado.

10.5 Sitios de Muestreo

Se tomo muestras de suelo y ubico las trampas para la recoleccion de
microorganismos en los dos sistemas de produccion de la Universidad Técnica de

Cotopaxi, Campus de Salache
10.6 Modalidad

10.6.1. De campo

La investigacion se desarrollé en campo, debido a que las primeras practicas se las
realizo en campo donde se obtuvo muestras de suelo y la captura de los

microorganismos.
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10.6.2. Experimental.

Debido a que la investigacion se realizé en el laboratorio, la cual se baso en el
aislamiento y observacién de los microorganismos encontrados; también se realizo
disoluciones de suelo para poder contar la cantidad de unidades formadoras de
colonias (UFC)

10.6.3. Bibliografico - documental.

Para la culminacion del proyecto de investigacion se buscd argumentos
bibliograficos, como articulos cientificos, revistas, libros, folletos, tesis de
investigacion para obtener conocimientos acerca del tema.

10.7. Analisis funcional:

Se utilizo la prueba de tukey para valor de p<5 para las fuentes de variacion que
presenta la significacion de variacion.

10.8. Factores en estudio.

10.8.1. Variable Independiente

e Dosis de melaza.
o Oml
o 2ml
o 4ml

o 6ml

10.8.2. Variable Dependiente

e Tipos de microorganismos.
e Unidades formadoras de colonias en PCA.
e Unidades formadoras de colonias en PDA

10.9. Disefio experimental.

Esquema del ADEVA en infostat de la investigacion.



Tabla 8. ADEVA del proyecto investigativo

10.10. Tratamientos:

F.V. gl
Modelo 10
L 1
S 3
L*S 3
R 3
Error 117
Total 127

El proyecto investigativo consta de cuatro tratamientos.

Tabla 9. Tratamientos de los sistemas de produccion.
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SISTEMA ORGANICO (Terraza N°8)

TRATAMIENTOS CODIGOS |DESCRIPCION
Tl L1DO0 Sistema organico + Dosis 0 ml
T2 L1D1 Sistema organico + Dosis 2 ml
T3 L1D2 Sistema organico + Dosis 4 ml
T4 L1D3 Sistema organico + Dosis 6 ml

SISTEMA CONVENCIONAL (Lote N°5)

TRATAMIENTOS CODIGOS |DESCRIPCION
T1 L2D0 Sistema convencional + Dosis 0 ml
T2 L2D1 Sistema convencional + Dosis 2 ml
T3 L2D2 Sistema convencional + Dosis 4 ml
T4 L2D3 Sistema convencional + Dosis 6 ml

Elaborado por: Lisbeth Jessenia Yanez Echeverria.

10.11. Manejo del proyecto investigativos.

De acuerdo a los objetivos de la investigacion y se dividieron en fases, las cuales
fueron detalladas a continuacion.

10.11.1. Fases del ensayo.

Fase 1: Determinar la mejor dosis para la captura de la poblacién fungica y

bacteriana.

En las primeras semanas se realizd el disefio de A*B en el cual se emplearon los

dos sistemas de produccion con 4 dosis de melaza para la captura de
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microorganismos con 4 repeticiones dando como resultado 64 unidades

experimentales en cada uno de los dos sistemas de produccion.

Se ubicaron los sistemas de produccion organico y convencional en donde se realizo
un muestreo de suelo en zigzag para llevar a laboratorio este proceso se realizo
cuatro veces con un intervalo de tres semana y otra cantidad de suelo se mandé a
realizar un analisis fisico-quimico del suelo analizado en el Departamento de
Suelos, Plantas y Aguas (INIAP); se realizaron huecos de 40cm profundidad y se
ubicaron las trampas con el sustrato, el cual este compuesto de arroz precocido sin
sal ni aceite mas la dosificacion de melaza (0, 2, 4, 6 ml) y después se procedio a

cubrirlos con costales para evitar que las trampas queden a la intemperie.
Fase 2: ldentificar microscépicamente los organismos que se encuentran el suelo.

A los quince dias, se retird las trampas de los dos sistemas de produccion y fueron
Ilevadas a laboratorio para con la ayuda de pinzas separar los granos de arroz por
colores de cada uno de los sistemas de produccion. Se prepar6 el medio de cultivo
paraello se utiliz6 15,6 g de PDA (Papa Dextrosa Agar) y 400 ml de agua destilada,
se colocd en un frasco de vidrio, se agito hasta tener una mezcla homogénea se llevo
al autoclave por 40 minutos, una vez transcurrido este tiempo se dejo enfriar para
después colocarlo en las cajas Petri dentro de la cdmara de flujo laminar (antes de
ser usada debe ser desinfectada con alcohol) cerca del mechero para evitar
contaminacion alguna, se dejo reposar unos minutos hasta que se solidifique el
medio, transcurrido este tiempo se procedié a colocar los granos de arroz y se cerrd
las cajas Petri con papel film; se etiquet6 las cajas con la fecha, nombre del
estudiante, color de arroz y localidad; se sellaron las cajas Petri con papel Parafilm
para evitar contaminacién y como ultimo paso se llevo a la incubadora por cuatro

dias.

Después de los cuatro dias se saco de la incubadora y se observo las caracteristicas
macroscopicas; para las caracteristicas microscopicas con la ayuda de la cita
transparente se tomo una cantidad de micelio de cada caja Petri y se colocé en el
portaobjetos para después llevarlo al microscopio para identificar la especie segun

el color y forma de la poblacion fungica.
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Para identificar la poblacion bacteriana se tomaron una cantidad de placas para
realizar la tincion de gram. para realizar este procedimiento se tomo una placa de
PCA en donde ya se realizé la siembra de una disolucion, se tom6 una gota de
bacteria y se realizo un frote sobre un portaobjetos, dejamos que se seque en flama
y procedemos a aplicar violeta y con la ayuda de un cronometro dejamos reposar
por un minuto después de eso enjuagamos con agua destilada, aplicamos Lugol y
dejamos reposar un minuto, volvemos a enjuagar con agua destilada, aplicamos
safranina por 30 segundos y enjuagamos de nuevo con agua destilada, aplicamos
alcohol por un minuto y volvemos a enjuagar, dejamos secar y empezamos a

observar en microscopio si es de color rojo es negativo y violeta es positivo.
Fase 3: Cuantificar la presencia de microorganismos en el suelo.

Se realizd un muestreo de suelo dando como total 8 muestra de 100 g cada una de
las muestras, este proceso lo realizamos en los sistemas de produccién cada tres

semanas.

Se prepar6 medios de cultivo para ello se utiliz6 23,4 g de PDA (Papa Dextrosa
Agar) y 600 ml de agua destilada; para PCA (Agar Plate Count) se utiliz6 14,1 gy
600 ml de agua destilada, se colocé en un frasco de vidrio, se agito hasta tener una
mezcla homogénea de cada uno de los medios se llevé a la autoclave por 40
minutos. Se preparo el suelo para después ser sembrado para ello pesamos de cada
una de las muestras 10 g. para disolverlo en una probeta aforamos hasta 9 Oml de
agua destilada agregamos los 10 g de suelo, se aforo hasta los 100 ml y se procedio
a mezclar con una varilla de vidrio; con la ayuda de una probeta pequefia aforamos
con 9 ml de agua destilada los tubos de ensayo los cuales ubicaremos en la gradilla.
Con una pipeta tomamos 1 ml de la solucion madre y colocamos en el primer tubo
de ensayo y lo agitamos (10~1) se volvié a tomar 1ml del primer tubo de ensayo y
se coloco en el segundo tubo de ensayo (1072) lo agitamos, se volvié a tomar 1ml
del segundo tubo de ensayo y se coloco en el tercer tubo de ensayo (1073) lo
agitamos, se descarta las dos primeras disoluciones y nos quedamos con la tercera

disolucion esa seré la muestra que sembremos en las cajas Petri.
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Una vez listas las disoluciones y la cdmara laminar desinfectada para evitar todo
tipo de contaminacion. Cuando los medios de cultivos estuvieron listos y a
temperatura ambiente se coloco en las cajas Petri el PDA y PCA, se esperé unos
minutos hasta que se solidifique y se empez6 a colocar la disolucion (10~3) en cada
una de las cajas se sello con papel film y se rotularon y diferenciaron las cajas de
PDA y PCA, fechas, nombre del estudiante, localidad; se sell6 con papel Parafilm

y se llevo a la incubadora a 37°C.

Para realizar el conteo de UFC (Unidades Formadoras De Colonias) se utilizo el
contador de UFC, se debi0 esperar 24 horas para el conteo de bacterias y 48 horas
para el conteo de hongos, no es recomendable dejar pasar mas tiempo ya que se

reproducen y se dificulta el conteo.

Fase 4: Comparar la calidad microbiologica fungica y bacteriana del suelo de dos

sistemas de produccion de tomate de arbol mediante analisis de variacion.

Para realizar la comparacion microbioldgica fungica y bacteriana se realizo el
conteo y los datos obtenidos se ordenaron cuadros para ingresar a infostat y obtener
comparaciones y pruebas de significancia de tukey para valor de p<5 y posterior a

eso se realizo la interpretacion.
11.ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

11.1. Andlisis de resultados fisico-quimicos del suelo analizado en el
Departamento de Suelos, Plantas y Aguas (INIAP) de las dos localidades.

Tabla 10. Analisis de resultados fisico-quimicos del suelo

ANALISIS DEL SISTEMA DE PRODUCCION ORGANICO TERRAZA N°8

Unidad de o m | Pom m Meq/ | Meqg/ | Meqg/ m m m m m

Nutrientes| pH [MO| N P S K Ca [ Mg [ Zn | Cu | Fe | Mn B

Andlisis [9,1412,13| 6,3 26 6,7| 4,22(2318| 307 17| 41 16| 3,5| 1,08

ANALISIS DEL SISTEMA DE PRODUCCION CONVENCIONAL LOTE N°5

Unidad de o m | Pom m Meq/ | Meq/ | Meqg/ m m m m m

Nutrientes| pH [MO| N P S K Ca [ Mg [ Zn | Cu | Fe | Mn B
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Andlisis |8,58| 2,2|11,00|51,00/29,00| 0,62]1560| 580| 1,20 810]|39,00| 4,60| 350]

Elaborado por: Yanez Echeverria Lisbeth Jessenia.

El andlisis de suelo se realizd en el transcurso de la investigacion se recolecto
muestras en forma de zigzag a lo largo de todo el terreno, con una profundidad de
30 cm, posteriormente se coloco la muestra en una funda de basura para obtener
una muestra homogénea, se tamizo la muestra general y en una funda ziploc se
separ0 1 Ib para enviar a ser analizada en el Departamento de Suelos, Plantas y

Aguas (INIAP) de las dos localidades y los resultados obtenidos fueron los

siguiente:
Figura2.  Comparacion de andlisis de suelo.
ANALISIS DE SUELO FISICO-QUIMICO
60
L
0 50
_ 40
Ll
i 30
o 20 l II
= 10
IZ—) 0 II - I. _m e [ .
= le\O/lNPSKCaManCuFeMnB
Me Me Me
W R R R R
00g 00g 00g

m S. Convencional 8,58 2,2 11,051,029,00,6215,65,801,208,1039,04,603,50
m S. Organico 9,142,136,3 26 6,74,2223,13,071,7 4,1 16 3,51,08

En el andlisis de suelo podemos observar la cantidad cuantitativa que se encuentra
vigente en cada uno de los macro y micronutrientes, tanto en el sistema de
produccién organico como en el sistema de produccion convencional, en donde
podemos observar que en los dos sistemas de produccion poseen mayor presencia
de fésforo (P) como macronutriente con una cantidad de 26,00ppm (organico) y
con una cantidad de 51,00 (convencional). En segundo lugar, al calcio (Ca) con una
cantidad de 23,18 meq/100 g (organico) y hierro (Fe) con una cantidad de 39,00
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ppm (convencional). Los elementos que se encuentran en menor cantidad son Boro
(B) con una cantidad de 1,08ppm (orgénico) con potasio (K) con una cantidad de

0,62 meqg/100 g (convencional).

En cuanto al pH el lote que tiene mayor cantidad en el sistema convencional con
una cantidad de 9,14 eso quiere decir que es un suelo alcalino y en el sistema
orgénico con una cantidad de 8,53, también se considera alcalino. El sistema con
mayor presencia de materia organica (MO) es el sistema convencional con un
porcentaje de 2,2% Yy en segundo lugar el sistema organico con un porcentaje de
2,13%.

11.2. Caracterizacion los microorganismos a nivel de hongos y bacterias que

se encuentran el suelo de los sistemas de produccion.

11.2.1. Hongos.
Trichoderma spp
Identificacién macroscépica.

Segln las muestras recolectadas se pudo observar que es un hongo de réapido
crecimiento y desarrollo (5 a 8 dias). Una vez aislados en PDA (agar papadextrosa)
a una temperatura de 27°C, después a ver transcurrido 5 dias se pudo observar la
formacion de colonias cubriendo asi la superficie de la caja Petri con micelio de
color amarillo, verde claro, como una apariencia aterciopelada con una abundante
esporulacién. Todas las caracteristicas mencionadas fueron comparadas con las
descripciones realizadas por (Acurio Vasconez, R. D., & Espafia Imbaquingo, C.
K., 2016) concuerdan a excepcién de la temperatura que en la literatura dice 25° y

el tiempo de incubacion es de 7 dias.
Identificacién microscopica.

Con la ayuda del microscopio se observo que los conidioforos estaban formados los
cinco dias de la incubacion con ramificaciones largas que estan cerca del eje

principal. Esta descripcion coincide con (Acurio Vasconez, R. D., & Espaia
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Imbaquingo, C. K., 2016) en el mismo trabajo investigativo se sefiala que las ramas

mas cercanas al eje forman un angulo de 90°.

Figura 3.  Identificacion
microscopica de Trichoderma spp.

Figura4. Identificacion
macroscopica de Trichoderma spp.

Elaborado por: Yéanez Echeverria Lisbeth Jessenia
Beauveria spp.
Identificacién macroscopica.

La Beauveria es un hongo entomopatégeno que esta presente en el suelo en las
muestras recogidas se pudo observar que es el segundo hongo con mayor capacidad
poblacional. Una vez aislados en PDA (agar papadextrosa) a una temperatura de
27°C, después a ver transcurrido 7 dias la superficie estuvo cubierta en su totalidad,
se pudo observar que este hongo es representado por un color blanco, con una

textura esponjosa.
Identificacién microscopica.

La Beauveria presenta en su estructura conidioforos con células conididgenas (es la
formacion de esporas asexuales). Estas células poseen ramificaciones formando
raquis de 20 micras, las cuales sujetan los conidios. Los conidios poseen una forma
globosa. (Valdés, B. E., Velez, P. E., & Montoya, E. C. 1999)
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Figura 6. Identificacion macroscopica

Figura5. Identificacion microscopica ;
de Beauveria spp.

de Beauveria spp.

Elaborado por: Yéanez Echeverria Lisbeth Jessenia.
Metarhizium spp.
Identificacién macroscopica.

Este hongo entomopatdgeno se caracteriza por formar colonia de color verde o
amarrillo verdoso, el mismo que con el pasar del tiempo se va cambiando el color
aun verde oscuro, la textura de este hongo es acolchonado. Todas las caracteristicas
mencionadas fueron comparadas con las descripciones realizadas por (Alejandro

& Villacis, 2021) concuerdan en el trabajo investigativo.
Identificacién microscopica.

Metarhizium como se observo en el microscopio se identific6 que posee
conidioforos ramificados con 2 a 3 ramas. Los conidios son de forma cilindricas y
unicelulares las cuales forman cadenas de color verdoso. Las caracteristicas
mencionadas fueron comparadas con las descripciones de (Alejandro & Villacis,
2021) y adicional a eso podemos observar en la literatura que cada conidiéforo mide

7 micras. Cada conidio tiene una medida promedio de 6,5.
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Figura7. ldentificacion microscopica Figura8.  ldentificacion macroscopica
de Metarhizium spp. de Metarhizium spp.

Elaborado por: Yéanez Echeverria Lisbeth Jessenia
Rhizopus spp.
Identificacién macroscépica.

Rhizopus después de 4 dias de a ver sido aislado en medio de cultivo PDA (Agar
papadextrosa) se observd la formacidn por colonias de color blanco tiempo después
se fue tornando de color gris oscuro, y tiene un aspecto velloso con una textura
algodonosa. Cabe recalcar que en este tiempo cubri6 toda la superficie del medio

de cultivo.
Identificacién microscopica.

Este hongo presenta micelio macrosifornado, en los puntos en donde se conectan
los esporangi6foros y los estolones que presentan, se forman rizoides (es la
diferenciacion de género Rhizopus). Los esporangioforos son largos y no se

ramifican.
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Figura9. Identificacion microscépica Figura 10. Identificacion macroscopica
de Rhizopus spp. de Rhizopus spp.

Elaborado por: Yénez Echeverria Lisbeth Jessenia.

11.2.3. Baterias
Bacterias gram positivas.

Se tifie de color violeta, estas bacterias son consideradas como benéficas para el
suelo, poseen una pared gruesa constituida por peptidoglicano y polimeros, e
impermeable, pero no cuentan con una membrana celular externa y que hace que
resista la decoloracion. Todas las caracteristicas mencionadas fueron comparadas
con las descripciones realizadas con (Patzi, M. A. & Villalobos, C., 2014.)

concuerdan en el trabajo investigativo.

Figura 11. Identificacion Figura 12.  Identificacion
microscopica de bacterias gram macroscopica de bacterias gram
positivas positivas

Elaborado por: Yéanez Echeverria Lisbeth Jessenia.
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Bacterias gram negativas.

Se tifie de color rojo, estas bacterias son consideradas como perjudiciales para el
suelo existen, varias formas de clasificarlas: por su forma, temperatura, pH en el
que crecen, requerimiento de oxigeno y a su vez estas se clasifican en aerobias

estrictas, anaerobias estrictas y anaerobias facultativas.

La estructura de las bacterias gram negativas esta constituida por: pared celular la
cual posee una membrana externa, capsula y capa de limo, flagelos, fimbrias. Todas
las caracteristicas mencionadas fueron comparadas con las descripciones realizadas

con (Patzi, M. A. & Villalobos, C., 2014.) concuerdan en el trabajo investigativo.

Figura 13. Identificacion
microscopica de bacterias gram
negativas

Figura 14. Identificacion
microscopica de bacterias gram
negativas

Elaborado por: Yanez Echeverria Lisbeth Jessenia.
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11.3. Identificacion de la cantidad de los componentes microbioldgicos del

suelo de dos sistemas de produccion de tomate de arbol.
11.3.1 Poblacion de hongos (10~3) en medio de cultivo de PDA.

Tabla 11. Tabla: Resultados del andlisis de varianza para poblacion de

hongos (10~3) en medio de cultivo PDA.

FV SC gl CM F p-valor
Modelo 289,44 10 36,18 4,26 0,0002
L 246,57 1 246,57 32,46 <0,0001
S 19,23 3 6,41 0,84 0,4757
Lineal 3,98 1 3,98 0,24 0,626
Cuadratico 1,64 1 1,64 0,1 0,7543
Cubico 0,79 1 0,79 0,05 0,828
L*S 21,78 3 7,26 0,96 0,4203
R 1,86 3 1,86 0,25 0,6224
Error 417,79 117 7,6
Total 707,23 127
CV 23,38

En la tabla 11. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a los factores
evaluados tales como: localidad y suelo con su respectiva interaccion, para
determinar la cantidad de poblacidn flingica 1073 de las dos localidades a evaluar,
en donde se encontro significancia estadistica con un coeficiente de variacion (cv)
de 23,38%.

Tabla 12. Prueba de Tukey a 5% para poblacién de hongos (10~3) en medio

de cultivo PDA en las localidades.

Sistema de produccion Medias Rangos
Organico 19,37 A
Convencional 15,72 B

Medias con una letra comun no son significativas diferentes (p>0.05)

En la tabla 12. Se observo el resultado obtenido clasificado en dos rangos de
significancia en donde se ubico en el rango “A” para la poblacion flingica 1073 al

sistema de produccién organico con una cantidad de 19,37 UFC (unidades
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formadoras de colonias) determinando asi que este sistema tiene mayor cantidad de
poblacion fangica, en comparacion con el sistema de produccién convencional que
se encuentra en el rango “B”, con una cantidad menor de 15,72 UFC. Con un error
estandar de 0,51 en 64 unidades experimentales. A continuacion, esta detallado de

forma grafica en la figura 11.

Figura 15. Poblacion de hongos (10~3) en medio de cultivo de PDA en los
sistemas de produccion.

HONGOS (10~ (-3)) PDA SISTEMAS DE

PROCUCCION.
25
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W Medias 19,37 15,72

Tabla 13. Prueba de Tukey a 5% para poblacion de hongos (10~3) en medio

de cultivo PDA en el sustrato en los sistemas de produccion.

Sustrato  Medias

S4 17,93
S1 17,46
S3 17,40
S2 17,38

Medias con una letra comun no son significativas diferentes (p>0.05)

En la tabla 13. Se observo el resultado obtenido clasificado en un solo rango de
significancia “A” para la poblacion flngica 1073, en donde se demuestra que el
sustrato 4 (S4) con una media de 17.93 UFC tiene mayor cantidad de poblacion

fangica y como en ultimo lugar en el mismo rango el sustrato 2 (S2) con una



37

cantidad de 17,38 UFC, en una cantidad de 128 unidades experimentales con un
error estandar de 0,72. A continuacion, esta detallado de forma grafica en la figura
12.

Figura 16. Poblacion de hongos (10~3) en medio de cultivo de PDA en el
sustrato de los dos sistemas de produccion.
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® Medias 17,93 17,46 17,4 17,38

Titulo del eje

Tabla 14. Prueba de Tukey a 5% para poblacion de hongos (10~3) en medio

de cultivo PDA interaccion entre sistemas de produccién-sustratos.

Sistema Sustrato  Medias Rangos

1 3 20,17 A

1 1 19,76 A

1 4 1971 A

1 2 1784 A B

2 4 1693 A B C
2 1 1569 A B C
2 3 15,21 B C
2 2 15,04 C

Medias con una letra comun no son significativas diferentes (p>0.05)

En tabla 14. Se observo el resultado de la interaccién, clasificando en tres rangos
significativos “A, B, C” para la poblacion fingica 1073, en donde se encuentra
como mejor interaccién L1S3 (sistema organico) con 20,17 UFC, se ubicé en el

rango “A”, demostrando asi que la interaccion con menos cantidad de poblacién
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flngica 1073 es L2S2 (sistema convencional) con 15,04 UFC con una cantidad de

8 unidades experimentales y un error estandar de 1,02 A continuacién, esta

detallado de forma grafica en la figura 13.

Figura 17.
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Poblacion de hongos (10~3) en medio de cultivo de PDA en la
interaccion sistemas de produccion-sustrato.
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11.3.2. Poblacion de hongos (10~3) en medio de cultivo de PCA.

Tabla 15. Resultados del analisis de varianza para poblacion de bacterias

(10~3) en medio de cultivo PCA.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 1662,73 10 166,27 6,83 <0,0001
L 1308,80 1 1308,80 53,75 <0,0001
S 116,72 3 38,91 1,60 0,1936
Lineal 8,81 1 8,81 0,36 0,5486
Cuadratico 94,02 1 94,02 3,86 0,0518
Cubico 13,89 1 13,89 0,57 0,4515
L*S 10,86 3 3,62 0,15 0,9304
R 226,35 3 75,45 3,10 0,0295
Error 2848,70 117 24,35
Total 4511,43 127
CVv 24,43

*
*

*

Ns

*
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En la tabla 16. Segun el analisis de varianza (ADEVA) en referencia a los factores
evaluados tales como: sistemas de produccion y sustrato con su respectiva
interaccion, para determinar la cantidad de poblacion bacteriana 1073 de las dos
localidades a evaluar, en donde se encontré significancia estadistica con un

coeficiente de variacion (cv) de 15,82%.

Tabla 16. Tabla: Prueba de Tukey a 5% para poblacion de bacterias (10~3)

en medio de cultivo PCA en los diferentes sistemas de produccion.

Sistema Medias Rangos
S. Organico 23.00 A
S. Convencional 17,00 B

Medias con una letra comun no son significativas diferentes (p>0.05)

En la tabla 16. Se observo el resultado obtenido clasificado en dos rangos de
significancia en donde se ubico en el rango “A” para la poblacién bacteriana 1073
al sistema de produccion organico con una cantidad de 23,00 UFC (unidades
formadoras de colonias) determinando asi que es el sistema con mayor cantidad de
poblacion, en comparacion con sistema de produccion convencional que se
encuentra en el rango “B”, con una cantidad menor de 17,00 UFC. Con un error
estandar de 0,62 en 6 unidades experimentales. A continuacién, esta detallado de

forma grafica en la figura 15.
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Figura 18. Poblacion de bacterias (10~3) en medio de cultivo de PCA en el
suelo de los dos sistemas de produccion.
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Tabla 17. Prueba de Tukey a 5% para poblacion de bacterias (1073) en
medio de cultivo PCA de sustratos.

Sustrato Medias

S2 21,62
S3 20,50
S1 19,55
S4 19,14

Medias con una letra comin no son significativas diferentes (p>0.05)

En la tabla 18. Se observo el resultado obtenido clasificado en un solo rango de
significancia “A” para la poblacion bacteriana 1073, en donde se demuestra que el
sustrato 2 (S2) con una media de 21,62 UFC posee mayor cantidad de poblacion
bacteriana y como en ultimo lugar en el mismo rango el sustrato 4 (S4) con una
cantidad de 19,14 UFC, en una cantidad de 16 unidades experimentales con un error

estandar de 0,87. A continuacion, esta detallado de forma grafica en la figura 64.
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Figura19.  Poblacion de bacterias (10~3) en medio de cultivo de PCA en el
suelo de las dos localidades.
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Tabla 18. Prueba de Tukey a 5% para poblacion de bacterias (1073) en
medio de cultivo PCA interaccién de sistema de produccidn-sustrato.

Sistemas Sustrato  Medias Rangos

1 3 2456 A

1 2 2418 A

1 1 22,70 A

1 4 2215 A B

2 2 18,68 B C
2 3 16,51 C
2 1 16,39 C
2 4 16,13 C

Medias con una letra comun no son significativas diferentes (p>0.05)

En tabla 17. Se observo el resultado de la interaccidn, clasificando en tres rangos
significativos “A, B, C” para la poblacion bacteriana 10~2, en donde se encuentra
como mejor interaccién L1S3 (sistema organico) con 24,56 UFC, se ubicé en el
rango “A”, demostrando asi que la interaccion con menos cantidad de poblacion
bacteriana 103 es L2S4 (sistema convencional) con 16,13 UFC con una cantidad

de 16 unidades experimentales y un error estandar de 1,23.
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Figura 20. Poblacion de bacterias (10~2) en medio de cultivo de PCA en la
interaccion de sistema de produccion-sustrato.
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12.IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O
ECONOMICO.)

12.1. Impacto Técnico

El desarrollo de este proyecto de investigacion nos a ayudado a identificar la
cantidad microbiologia fngica y bacteriana presente en el suelo de los sistemas de
produccién a evaluar para luego lograr obtener una comparacion acerca de la
calidad microbiana con el conteo de UFC. Ademés, que permite transmitir a los
agricultores y estudiantes de la carrera de ingenieria agronémica un conocimiento
de una manera facil sencilla en la captura, aislamiento e identificacion de
microorganismos. Adicional a eso se puede almacenar los microorganismos
capturados para luego poder darle un uso en beneficio al suelo y a la planta segun

el hongo o bacteria capturado.
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12.2. Impacto Social.

Con este proyecto de investigacion realizado se genera un impacto social positivo,
con los resultados de la investigacion se crea un conocimiento en los estudiantes y
docentes de la carrera de ingenieria agrondmica, ya que nos permite conocer la

actividad de los microorganismos presentes en el suelo, cuantificar e identificar.

12.3 Impacto Ambiental.

Este proyecto de investigacion genero varios impactos positivos, nos ayuda a tener
un conocimiento real de la cantidad de poblacién microbiologica presente en el
suelo y asi con el aislamiento y multiplicacion generar un control adecuado y a la

vez disminucion de agroquimicos.
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Tabla 19. Presupuesto de materiales de laboratorio.

44

Materiales De Laboratorio | Cantidad| Unidad |Valor Unitario $| Valor Total $
Agar PDA 1 g/unidad 45,00 45,00
Agar PCA 1 g/unidad 45,00 45,00
Alcohol 96° 1 Litro 2,15 2,15
Papel Absorbente 3 Rollos 1,20 3,60
Papel Film 2 Rollos 2,50 5,00
Papel Parafilm 1 Rollo 15,00 15,00
Papel Aluminio 2 Rollo 1,75 3,50
Cajas Petri De Vidrio 3 Unidades 2,50 7,50
Cajas Petri De Pléastico 10 Paquetes 6,00 60,00
Estuche De Diseccidn 1 Unidad 20,00 20,00
Porta Objetos 10 Unidades 0,25 2,50
Cubre Objetos 10 Unidades 0,25 2,50

Subtotal 141,60 X
Total 211,75
Tabla 20. Presupuestos materiales en generales

Materiales En General |Cantidad| Unidad | Valor Unitario $ | Valor Total $
Fundas Ziploc 1 Caja 2,50 2,50
Tarrinas 3 Paquetes 3,75 6,75
Ligas 2 Paquetes 1,00 2,00
Arroz 18 Libras 0,50 9,00
Medias Nylon 12 Paquetes 1,50 18
Costales 32 Unidades 0,30 9,6
Analisis Fisico-Quimico 1 Unidades 27,42 27,42

Subtotal 36,97 X
Total 75,27
Tabla 21. Presupuesto total.

Descripcion Valor Unitario $ | Valor Total $
Materiales laboratorio 141,6 211,75
Materiales en general 36,97 75,27

Subtotal 178,57 X
Total 287,02
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14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones.

En las concentraciones de los sustratos utilizados tenemos como mejor
resultado en la localidad N°1 (terraza N°8) el sustrato tres (Arroz+ 6ml de
melaza), y en la localidad N°2 (lote N°5) el sustrato dos (Arroz+ 4ml de
melaza) para la captura de microrganismos.

Los hongos encontrados mediante la captura de microrganismos fueron
trichoderma spp, Beauveria spp, Metarhizium spp, Rhizopus spp., y en
cuanto a bacterias se refiere mediante la tincidn se pudo observar que existen
bacterias gran positivas y grandes negativas en el suelo de los dos sistemas
de produccion.

Se encuentra mayor diversidad de vida microbioldgica en la terraza N°8,
con una cantidad en la poblacion fungica de 19,73 UFC y bacteriana con
una cantidad de 23 UFC, ya que el sistema de produccion esta ubicada a una
altura diferente, ademas que el manejo es en un sistema de produccion
organica donde se ha puesto énfasis a la asociacion de cultivos y ala manejo
de materia organica, lo que ha promovido la actividad microbiol6gica del
suelo, en relacion al sistema convencional de manejo de tomate de arbol,
donde la carga de pesticidas para el control tanto de hongos y bacterias pudo
haber traido como consecuencia la baja actividad microbiana cuanto al
manejo se basa en un sistema de produccion agroforestal el cual consiste el
agregar al suelo materia organica, posee una diversidad de plantas. Esto
ayuda a que la haya un aumento en microfauna.

En el anélisis de suelo se observd que en los dos sistemas de produccion
poseen mayor presencia de fosforo (P) como macronutriente. En segundo
lugar, al calcio (Ca) en el sistema organico y hierro (Fe) en el sistema
convencional. Los elementos que se encuentran en menor cantidad son Boro
en el sistema organico y potasio (K) en el sistema convencional. Ademas de
eso el sistema con mayor pH es el sistema convencional con una cantidad

de 9,14 eso quiere decir que es un suelo alcalino y en el sistema organico
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con una cantidad menor de 8,53, también se considera alcalino. El sistema
con mayor presencia de materia organica (MO) es el sistema convencional
con un porcentaje de 2,2% Yy en segundo lugar el sistema organico con un

porcentaje de 2,13%.

Recomendaciones

Incrementar el uso de materia organica en el suelo junto con la asociacion
de cultivos ya que mejora la fertilidad del suelo porque se promueve la
actividad microbiolégica

Continuar con investigaciones que indiquen variables de fertilidad y
propiedades del suelo en los diferentes sistemas de produccion
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16.ANEXOS

16.1 Anexos 1: Fotografias del manejo del ensayo

Figura 21. Ejecucién de trampas de Figura 22. Colocacion de trampas.
arroz.

Figura 23. Capturas de Figura 24. Separacion de las muestras
microorganismos. por colores.
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Figura 25. Aislacion y etiquetado de  Figura 26. Recoleccion de muestras de
las muestras. suelo y analisis de suelo.

s A g

Figura 27. Clasificacion y pesaje del

Figura 29. Disoluciones de sueloala Figura30. Siembra de sueloenPCAYy
1073 PDA.




Figura 31. Almacenamiento de 24y Figura 32. Conteo de UFC.
48 horas en la estufa.

Figura 33. Identificacion en el Figura 34. Identificacion
microscopio de hongos. macroscopica.
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Figura 35. Tincion de bacterias. Figura 36. Identificacion de bacterias

gran positivas y negativas.
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16.2 Anexo: Andlisis fisico-quimico del sistema orgénico.
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16.3 anexo: Analisis fisico-quimico del sistema convencional.
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TATTUTO AASS AL RITO R VO 24
WENITAAC SN AGRRs e ATAL

ESTACION EXPERIMENTAL "SANTA CATAL
N IN "
LABORATORIO DE MANEJO DE SUELOS Y AGUAS A

l‘(m. 14 1/2 Panamericana Sur, Apdo. 17-01-340
Quite- Ecuador  Telf:: 690-691/92/93 Fax: 690-694

REPORTE DE ANALISIS DE SUELOS

DATOS DEL PROPIETARIO DATOS DE LA PRO
PIEDAD
Nombre. : ADALIZ CACHAGO Nombre : HCDA, SALACHE
Direccion : LATACUNGA ! Provincia : COTOPAXI
Ciudad Cantén  : LATACUNGA
Teléfono : Parroquia
Fax $ Ublcacién :
DATOS DEL LOTE PARA USO DEL LABORATORIO
Culfivo Actual  : KIKUYO N Reporte 31.263
Cultivo Anterior : KIKUYO N* Muestra Lab, 93523
Fertilizacién Ant. @ Fecha de Muestreo :  09/07/2013
Superficie Fecha de Ingreso 10/07/2013
Taentificaclon : PARTE BAJA N l Yecha de Salida 22/07/2013
Nutriente Valor Unidad INTERPRETACION
N 11.00 ppm
P 5100 ppn
S 2900 ppm
K 062 meq/l00 ml
Ca 1560 meq/io0 ml
Mg $80 meg/l00 mi
BAJO MEDIO ALTO
Zn 120 ppa
Cu B.10 ppm
Fe 3900 ppm
- . A0 MEDIO ALTO
B 350 ppm 7 = —— e
0 55 65 7.0 75 80
pHl 8.58 -
Acido Lig. Acd. Prictle. Neutro Ug. Ale. Alallao
Acidez Int. (Al+H) meq/100 =l
Al neq/100 ml
/100 ml
- S ADECUADO LIGERAMENTE TOXICO TOXICO
GE |
072 mahos/cm == | | | -
o No Salino Lig. Salino Salino Way Suliso
20 [————— | =
MO 2 BAJO MEDIO ALTO
Ca | Mg | CatMg | (meg/100m) > = = F\\ Clase Textural
Mg | K | K | Buses || Nt |} C | Arena | Limo \\ e \
27 ) 94| 345 | 223 \ \
/!
A IS P/ A
il LABORATORISTA
RESPONSABLE LABORATORIO

Escaneado con CamScanner



Anexo No. 4. Aval del Traductor
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