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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se logré determinar los hongos y
bacterias de género Bacillus asociados a la rizosfera del cacao en diferentes
sistemas de produccion en el canton Portoviejo, los cuales fueron: Monocultivo,
cacao con citricos y cacao con maderables en ambas épocas del afio, época
seca Yy lluviosa. De esta manera se logré conocer cuales fueron las familias de
hongos mas influyentes en estos suelos. Se identificaron un total de ocho grupos
de hongos: 1) Cladosporium, 2) Penicillium, 3) Trichoderma harzianum, 4)

Aspergillus, 5) Paecilomyces, 6) Beauveria, 7) Fusarium solani y 8) Bipolaris
tetramera; mientras que, para el caso de bacterias, solamente se identificé una

especie del género Bacillus. En la época seca se encontraron seis grupos:
Cladosporium, Penicillium y Trichoderma harzianum, Aspergillus, Cladosporium,

Paecilomyces. Mientras que en la época lluviosa se encontraron siete:
Beauveria, Cladosporium, Paecilomyces, Penicillilum, Fusarium solani,
Aspergillus, Bipolaris tetramera. Los indices de biodiversidad bajos: H Shannon=
0,92-1,03 para la época seca y 0,88-1,56 para la época lluviosa; y H Simpson=
0,40-0,45 en época seca y 0,22-0,48 en época lluviosa; aunque en este ultimo
caso el 0,22 se aproxima mas a 0 indicando una mayor biodiversidad del habitat.
La época lluviosa es mas Optima para la abundancia de especies; registrando un
total de 7137 vs 5951 colonias de bacterias en la época seca y 117 vs 60

aislamiento de colonias de hongos, respectivamente.
PALABRAS CLAVES:

Microrganismos, indices de biodiversidad, sistemas de produccién, Theobroma

cacao.
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ABSTRACT

In the present research work, it was possible to determine the fungi and bacteria
of the Bacillus genus associated with the cacao rhizosphere in different
production systems in the Portoviejo canton, which were: Monoculture, cacao
with citrus fruits and cacao with timber at both times of the year , dry and rainy
season. In this way, it was possible to know which were the most influential fungal
families in these soils. A total of eight groups of fungi were identified: 1)
Cladosporium, 2) Penicillium, 3) Trichoderma harzianum, 4) Aspergillus, 5)
Paecilomyces, 6) Beauveria, 7) Fusarium solani and 8) Bipolaris tetramera; while,
in the case of bacteria, only one species of the genus Bacillus was identified. In
the dry season six species were found: Cladosporium, Penicillium and
Trichoderma harzianum, Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces. While in the
rainy season seven were found: Beauveria, Cladosporium, Paecilomyces,
Penicillium, Fusarium solani, Aspergillus, Bipolaris tetramera. Low biodiversity
indices: H Shannon = 0.92-1.03 for the dry season and 0.88-1.56 for the rainy
season; and H Simpson = 0.40-0.45 in dry season and 0.22-0.48 in rainy
season; although in the latter case 0.22 is closer to O indicating greater
biodiversity of the habitat. The rainy season is more optimal for the abundance of
species; registering a total of 7137 vs 5951 colonies of bacteria in the dry season
and 117 vs 60 isolation of fungal colonies, respectively. For this, sampling points
and the collection of samples were established following the processes of the
methodology given by Alvis, (2009).

KEYWORDS:

Microorganisms, Biodiversity Indices, Production Systems, Theobroma cacao.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA.

Uno de los cultivos con mayor importancia que ademas tiene historia econémica
para el Ecuador considerandose como el producto de exportacion mas antiguo
del pais es el cacao, constituyéndose en una especie primordial de los sistemas
productivos (Rosero 2002). Segun Navarro, (2005) los sistemas productivos
permiten la tipificacion y caracterizacion e influyen en las interrelaciones entre
ellos y son capaces de determinar la diversidad de sistemas existentes en

diferentes tipos de cultivo.

Sin embargo, es de los factores con mayor importancia que afectan a toda la
productividad de los suelos y el ambiente son aquellas funciones que son
llevadas pertinentemente a cabo por la biota general del suelo. Aquellos
microorganismos, conocidos como bacterias, los hongos, las algas, protozoos
y nematodos, permiten varios procesos, incluyendo especialmente la
descomposicion de la materia organica, también en la formacién de los humus,
en la transformacién y el reutilizacidon o reciclaje de los nutrientes, siendo
necesarios, en todo el mantenimiento de la produccion de los mismos. Es
importante conocer a fondo el manejo e importancia de la microbiologia del suelo
para entender su fertilidad; que ya es estudiada hace muchos afios, por lo
contrario, en la actualidad no es muy conocida la calidad del suelo; es un tema
reciente. (PROECUADOR, 2013).

En la microbiologia de los suelos actualmente se estudia el nUmero y las clases
de microorganismos, ademas de todos los efectos que en su causa se presentan
en el ambiente, en el suelo y el desarrollo vegetal, presentada en la riqueza y
la abundancia de aquellas comunidades microbianas que se encuentran
presentes en él, de esta manera es importante entender para conseguir
aprovechar todos los efectos favorables de organismos del suelo, por ello es
necesario conocer su identidad, caracterizar todas las sus funciones e identificar

sus estrategias de supervivencia (Bernal, 2005).

La micro biota del suelo es de mucha importancia ya que contribuye a la solucion

de problemas como la baja fertilidad, la contaminaciéon de metales pesados en



los diferentes sistemas de produccion (Jaramillo, 2002), los microorganismos
son aquellos intermediarios entre planta que necesitan de los nutrientes o de
minerales solubles, y el suelo es, quien contiene estos nutrientes muy necesarios
pero con poca concentracio o de forma poco accesibles para las plantas, cabe
recalcar que los microorganismos en la rizosfera incluye un enlace critico entre
las plantas y el suelo. Es decir, los microorganismos desarrollan sus estrategias
diversas que propician y ayudan al florecimiento de una serie de biodiversidad
microbiana, (Ortiz, 2009) En Manabi no se encuentra publicado algun estudios
gue esté relacionado con la composicion, la diversidad de las comunidades
microbianas presente en los suelos de cultivos de cacao bajo los diferentes
sistemas de produccion, por esta razon, es ventajoso utilizar técnicas para poder
caracterizar y conocer de qué manera intervienen las comunidades complejas

de microorganismos que colonizan los suelos (ANECACAO, 2015).

¢, Como influyen los sistemas de produccidn sobre la biodiversidad (bacterias

género Bacillus y hongos) en la rizosfera del cacao?

1.2.  JUSTIFICACION

La conjuncion de esfuerzos publicos y privado se ha ido expandiendo en el
desemperio positivo de la produccién de cacao en los ultimos afios, llevando al
pais colocarse en uno de los principales exportadores del producto a nivel
mundial, América Latina encaja el 80% de la produccion de lo cual Ecuador

aporta un 54% del total de este segmento (Ecuador, 2013).

Para Chase et al., (2000), los sistemas de produccion agricolas son cultivos que
establecen relaciones entre el medio ambiente y la actividad agricola. Sin
embargo, no hay que perder de vista que este concepto ha evolucionado, y
pueda ser objeto de nhumerosas interpretaciones (en el espacio, en el tiempo,

la biodiversidad de hongos y bacterias).

La biodiversidad de hongos y bacterias que se encuentra en los sistemas de
produccion es de millones de especies que se organizan en comunidades y
poblaciones registrando un tamafio 100 y los 2000 millones de individuos por
gramo de suelo. Es por ello que las comunidades estan presentes entre 35.000
especies de las bacterias y 1'500.000 especies del hongo. Sin embargo, en la



actualidad solo se ha estudiado e identificado un 8% en bacterias y un 1% de
hongos. La abundancia encontrada en los suelos va a variar, dependiendo del
manejo de cultivo como de su tipo (Ochoa, Madrigal, Martinez & Carreén, 2010).
Todos los microorganismos suelen demostrar la accion especifica una vez
relacionada con la especie vegetal (Benitez et al., 2007). Es por ello que la
riqueza y la abundancia de las colonias microbianas encontradas dependen del
sistema de manejo, asi como de los tipos de cultivo, de esta manera para
comprender y aprovechar de manera favorable los efectos de estos organismos
en el suelo se debe llevar una identificacion y caracterizacion de sus funciones
(Handelsman et al., 1998). Todos los microorganismos cuentan con un papel
importante en el suelo, ya que su participacion es en varios procesos tales como
la estimulacion del crecimiento vegetal, un ejemplo clave es el crecimiento de
la raiz para permitir a la planta una mejor absorcion de sus nutrientes y

supresion de ciertas enfermedades de las plantas (Rolf, 2004).

El conocimiento de las poblaciones hongos y bacterias asociadas a la rizosfera
de sistemas de produccién de cacao proporciona indicadores microbiolégicos,
utilizados como instrumentos para vigilar la resistencia y la adaptabilidad de
estos agroecosistemas a los fenomenos adversos (Martinez et al., 2006). Por
lo tanto, es importante conocer la dinamica de las poblaciones microbianas del
suelo, especialmente en areas tropicales muy variables como Ecuador, y
relacionarlas con los diferentes métodos de gestidén para mejorar las condiciones

de los sistemas agro productivos (Alfaro et al., 2015).

La Constitucién de la Republica del Ecuador (2008) en el suplemento de la ley
organica de tierras rurales y tierras ancestrales capitulo V articulo 49 menciona
gue el estado impulsara la proteccion, la conservacion y la recuperacion de la
tierra rural de su capa fértil, en forma sustentable e integrada con los demas
recursos naturales; sin embargo en Ecuador no se han publicado estudios
relacionados con la diversidad de las comunidades de hongos y bacterias en los

diferentes sistemas de produccién de cacao.

Para ello, la siguiente investigacion tiene un enfoque en la evaluacion de
bacterias género Bacillus y hongos lo cual permite establecer los indices de

diversidad (riqueza y abundancia) en los diferentes sistemas de produccién de



cacao, ya que de esta manera se lograra caracterizar y relacionar la micro biota
del suelo conlos beneficios aportados por las diferentes comunidades de hongos
y bacterias, al cultivo de cacao en diferentes areas; junto a cultivos maderables
y frutales. La informacién que se obtenga sera valiosa para técnicos y
productores, pues tiene la finalidad de aportar conocimiento basico que puede
ayudar a mejorar la fertilidad de los suelos de este importante renglon de la

economia ecuatoriana.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los microorganismos (hongos y bacterias “género bacillus”)
asociados a la rizosfera del cacao en diferentes sistemas de producciéon en el

cantén Portoviejo.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar las bacterias de género bacillus y hongos a nivel de la rizosfera
de cacao en tres sistemas de produccion.

o Establecer indices de biodiversidad de hongos y bacterias género bacillus
asociados a la rizosfera de cacao en tres sistemas de produccion.

o Caracterizar los sistemas de produccion de cacao, como aportantes en la

composicién de la rizosfera

1.3.3. HIPOTESIS

Los sistemas de produccion de cacao influyen sobre la biodiversidad (bacterias
género Bacillus y hongos) en la rizosfera.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO
1.4. CACAO

El cacao tiene como nombre cientifico Theobroma cacao ha sido parte de
grandes investigaciones, claramente delimitada pertenece a la familia
Malvaceae, subfamilia Sterculioideae (antes Sterculiaceae). Esta especie se
puede considerar un arbol o arbusto semicaducifolio de 12 a 20 m de altura, y en
los cultivos no pasa de 4 a 8m normalmente. En los arboles jovenes el tallo es
glabro o pubescente, contando con una corteza que varia entre oscura, gris—
café. Las ramas de estos arboles son cafés y cuentan con vellosidad fina. Las
hojas se las denomina coridceas o cartaceas simples, enteras o ligera e
irregularmente sinuadas, cuenta con forma ovaladas angosta a obovado—

elipticas, ligeramente asimétricas (Dostert, et al., 2011).

2.1. CACAO A NIVEL MUNDIAL

A nivel mundial el cacao sobrepasa los 4 000 000 de TM de granos, en el
continente con mauor responsabilidad es Africa con un 73% de su produccion y
el 64% de todo lo sembrado en cacao; en los paises de América obsoleta el 17%
de toda la produccion a nivel mundial y con el mismo porcentaje de sembrios en
cacao; Asia y Oceania contribuyen con el 10 % en la produccion y un 19 % de la
superficie sembrada de cacao. En los ultimos cincuenta afos la produccion del
cacao ha ido aumentando significativamente permitiendo cuadriplicar la
demanda a nivel mundial, desde los afios ochenta, noventa y la primera del
actual siglo. Sin embargo, en el afio 2011 se percibié que la tasa de crecimiento
se habia decaido en la produccion de cacao en el mundo, estimandose una
reduccion de 300 000 TM.

Cabe recalcar que los cultivos de cacao dependen de las condiciones climaticas
encontradas. Las variaciones presentes como las lluvias, las temperaturas y la
humedad relativa son parametros de gran impacto sobre la produccion
cacaotera, estas variabilidades tienen un efecto negativo en el ciclo fisiolégico
de los cultivos y con ello condicional con propbabilidades alta de la presencia de
plagas y enfermedades, es por ello que estas producciones han ido creciendo,

pero interanualmente erréatica. En los ultimos afios América Latina y el Caribe ha



aumentado a nivel comercial el cacao por lo menos en 23 paises, con una
produccion combinada mayor a las 675 000 TM y alrededor de 1 700 000 ha, en
cuanto a los paises de Ecuador, Peru, Brasil, Republica Dominicana, México y
Colombia son los mayores productores con un 90 % de la produccién y de la

superficie sembrada del continente. (Arvelo et al., 2017).

2.2. CACAO EN ECUADOR

En Ecuador el cacao fino de aroma representa Unicamente 5% del total de la
produccion mundial de cacao. Debido a las éptimas condiciones geograficas e
involucrando la riqgueza de recursos bioldgicos que aporta el Ecuador, se ha
convertido en el productor excelencia del Cacao Arriba fino y su aroma lleva el
63% de la produccién mundial, de esta manera se ha acentuado a nivel mundial
en el mercada siendo el méas reconocido. Estos granos se utilizan en los
chocolates refinados. Sin embargo, no es conocido por muchos que el cacao
ecuatoriano se identifica por su pureza, en ello prevalece el sabor y fragancia
gue en lo particular el cacao ecuatoriano mantiene. Ecuador es el pais mas
competitivo posesionado por muchos afios en América Latina relacionado con el
cacao, después por menos ventajas sigue Venezuela, Panama y México, paises
gue de a poco se ha incrementado en el mercado mundial por el cacao fino en

grano (Anecacao, 2015).
2.3. SISTEMA DE PRODUCCION DE CACAO

Los sistemas de produccion es la mejor forma de utilizar el suelo, y de manera
adecuada; por ello se busca combinar algunos cultivos; involucrando diferentes
tipos de planta de manera ordenada (Priego et al., 2009). Segun Jaimez et al.
(2008). En los sistemas se involucran todas las especies de plantas, animales
hasta microorganismos para establecer relacion en beneficio de sus vidas, sin
embargo (Priego, et al., 2009) indica que el cacao plantado con arboles
acompafnantes se define como un sistema agroforestal; ya que estas
combinaciones de cultivo de cacao con plantas obtienen beneficios diferentes y
productos de calidad a las familias que lo cultivan, permitiéndose utilizar las

parcelas de mejor manera.

Es por ello que el potencial de los sistemas de cultivos de cacao se expresa

segun su dindmica fisiol6gica ya que interactian las condiciones climaticas y



suelo favorables, control, de plagas, el adecuado manejo de sombra del cultivo,
entre otro. No obstante, deberan buscarse tecnologias que sean rentables y
sostenibles para garantizar un buen sustento del productor en el presente y en
el futuro (IICA, 2006).

Los sistemas e cultivo de cacao constituyen un agro ecosistema en el cual su
caracterizacion se basa en la diversidad de especies que se encuentran
asociadas y establecen interacciones de manejo adecuado con el mismo, es por
ello que se da un alcance favorable a la productividad y a la economia del
productor (ETCHEGARAY, 1998).

2.4, SISTEMAS AGROFORESTALES

Estos sistemas son de usa antiguo y conocido por la practica, reconocido por
combinar espacialmente y temporalmente con los cultivos de agricola. Es una
combinacion de elementos presente en la agricultura con practicas forestales
para producir de una manera sustentable en la misma unidad de espacio en la
tierra. De esta manera se procura ir aumentando el rendimiento de una forma
continua, haciendo una combinacion de cultivos forestales arbolados con cultivos

de campo o arables (Farrell y Altieri, 1997).

2.5. VENTAJAS DE LOS SISTEMAS AGROFORESTALES

Las ventajas que proporcionan los sistemas agroforestales se basan en
combinar la produccion agricola con la forestal y de esta manera alcanzar
mayores y diversas funciones en el momento de producir bosques y los cultivos
de alimentos. Existen ventajas particulares como socioeconémicas en los

sistemas integrados. (Farrell y Altieri, 1997).

2.5.1. VENTAJAS AMBIENTALES

Forja un eficiente uso en los recursos naturales, de esta manera las multiples
capas de la vegetacidon presentan un manejo de la radiacion solar eficaz. Asi
como las raices con sus multiples tipos de raices permiten un buen uso del suelo
y de esta manera las plantas agricolas aprovechan la superficie enriquecida
producto del reciclaje mineral por medio las copas de arboles (Farrell y Altieri,
1997).



2.5.2. VENTAJAS SOCIOECONOMICAS

Todos los componentes y productos de los multiples sistemas pueden ser
utilizados como consumos. En relacidbn con las plantaciones puramente
forestales, al introducir cultivos agricolas junto con las practicas diversas
culturales claramente bien adaptadas, da como resultado un aumento de la
produccion forestal y una merma en los diferentes costos del manejo arbo6reo
(Maycotte, 2011).

2.6. SISTEMASDE  PRODUCCION AGROFORESTAL
SIMULTANEOS

Los sistemas agroforestales se los puede detallar como la apicultura con arboles.
Es decir, la acuicultura o lotes de los arboles con multipropédsitos. Los
componentes se disponen temporalmente o espacialmente y se pueden utilizar
varias técnicas para indicar las variadas disposiciones. La base funcional hace
referencia a un producto principal y al desarrollo de los componentes, uno en
particular los arbolados. Los cuales pueden ser la produccion de necesidades
basicas como las funciones productivas, lefia, forraje, alimento, y algunos
papeles importantes como la conservacion de los suelos y la mejora de la
fertilidad del mismo. Segun la ecologia, los sistemas se pueden dividir y agrupar
para cualquier zona agroecoldgica conocidas como zonas tropicales humedas
de las tierras que estan bajas, zonas tropicales aridas y semiaridas, tierras altas
tropicales y asi sucesivamente. Modifican la escala socioeconOmica en
produccion y sobre el manejo de los mismos se pueden manejar criterios como

comerciales, intermedios o de subsistencia (Maycotte, 2011).

2.7. MICROBIOLOGIA DEL SUELO

La sustentabilidad de los ecosistemas permitidos por el reciclaje de nutrientes al
regular toda la dinamica de la materia organica presente en el suelo es debido a
los microorganismos, como también la retencién de carbono, incluso la emision
de gases invernaderos, también la estructura de los suelos y la retencién liquida,
aumentar los niveles de nutrientes por las plantas y de mantener la salud vegetal
(Correa, 2013).



2.8. CALIDAD MICROBIOLOGICA DEL SUELO

En sitio donde mayor se encuentra la interaccion entre microorganismos edaficos
y entre los cultivos son una porcion de suelo que se influencia por la raiz vegetal,
por eso es importante conocer detalladamente el ambiente y sus caracteristicas
biodiversas. En la actualidad la microbiologia de los suelos indica de manera
detallada con estudios el nUmero y clase de microorganismos, y los que ellos
contribuyen al medio ambiente en el suelo y desarrollo vegetal, ademas de

contribuir a las soluciones de problemas. (Gomez, 2015).

2.9. CALIDAD DEL SUELO

Es la capacidad que posee el suelo entre todo limite de cada ecosistema natural
o manipulado, para conservar la productividad de las plantas y animales. La
calidad del suelo proporciona un concepto Util y universal para educar a los
profesionales, productores y el publico sobre su gran importancia. También se
puede utilizar para evaluar los impactos de las practicas de manejo y sus usos
(Willis, 2013).

2.10. IMPORTANCIA DE BIODIVERSIDAD EN EL SUELO

La importancia se basa en la diversidad y rigueza de especies en las
comunidades microbianas y su funcionamiento en la descomposicion de materia
organica, residuos de animales y vertido nocivos. Capaz de soportar mejor una

perturbacion especifica del suelo (Ruiz, 2011).

2.11. MICROORGANISMO EN LA RIZOSFERA

La rizosfera se lo considera un nicho ciertamente ecolégico que integra la
composicion y las estructuras de todas las comunidades de microorganismos
gue se asocian a ella. La interaccién entre los microorganismos rizosféricos
como los hongos y bacterias son catalogados como agente de control bilégico
(Cano, 2011).

2.12. PREPARACION DE LOS MEDIO DE CULTIVO

Existen diversos medios de cultivo que son necesarios para producir ambientes
Optimos para la siembra de numerosos microorganismos, estos medios pueden

ser solidos, semisdlidos o liquidos. Para estos medios se debe tener en cuenta
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la humedad, el pH, la luz ambiental, la temperatura y la esterilidad del medio.
Estos cultivos a su vez pueden ser selectivos, diferenciales o enriquecidos. Lo
medios de cultivos mas comunes son el agar- agar el cual es un polisacarido
no ramificado de origen marino, algas. El agar-PDA (El cual es una infusion

de papa Yy dextrosa) o el Agar de sal y manitol (Tividor, 2019).

2.13. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS (AISLAMIENTO)

Se conoce como aislar a la separacion del tipo de microorganismo de una
poblacion heterogénea de la misma. En habitats naturales es casi imposible
encontrar un solo tipo de microorganismos, por ello, es indispensable seguir
procedimientos de aislacion adecuados en la separacion e identificacion de los
diferentes tipos de microorganismos presentes. Las pocas palabras, aislar tiene
como objetivo visualizar colonias que se encuentren separadas sin embargo
cabe recalcar que (las colonias se forman a partir de una sola “unidad formadora

de colonias”) de la cual se lograra conseguir un cultivo puro (Bonilla, 2016).

2.14. METODO

2.14.1. Por diseminacion en la superficie de un medio s6lido en placa
de Petri
Esta técnica es una de las mas utilizadas. Su procedimiento es con un ansa de
siembra previamente calentada al rojo vivo de un mechero, se espera a que se
enfrié cerca para luego tomar una muestra del cultivo que se quiere estudiar, se
extiende en la superficie de la placa con el medio agarizado, no se podra hacer
presion ya que se dafia el agar. Seguidamente la placa se la lleva a incubar en
posicidn invertida para que el agua condensada no se deposite en la superficie
del medio porque puede dificultar la obtencion de las colonias aisladas a

temperatura adecuada.

Esta técnica se realiza cuando las muestras tienen un elevado numero de

microorganismos (Bonilla, 2016).

2.15. TINCION DE GRAM

Este método consiguio clasificar las bacterias en solo dos grupos: Gram positivas
y Gram negativas, durante este método las bacterias positivas se tifien de color

morado y las negativas se marcan de color rojo o rosa, esto se dirige por la
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diferencia de las estructuras de las paredes. Sin embargo, se ha presentado
algunos cultivos donde el resultado sale negativo en la tincion Gram esto es
porque los cultivos ya estan envejeciendo; principalmente en los Bacillus ya que

estos se los describe como Gram variables (Pajares, 2018).

2.16. OBSERVACION MACROSCOPICAS

El estudio macroscoépico es muy importante principalmente cuando el cultivo esta
en una superficie medio solida; en la multiplicacion de los gérmenes se origina
colonias formando la masa de mil de millones de gérmenes que se pueden
observar a simple vista. Cada célula es derivada por la morfologia, pero es

importante porque es una caracteristica de la masa celular.

Las principales caracteristicas que se pueden observar y se analizan en cada
colonia son: a) Tamafno: que sean uniforme para cada especie o tipo, las
dimensiones cuando varian desde muy pequefias o apenas hasta que son

visibles, y unos centimetros de diametro.

b) Consistencia: blanda, seca o viscosa.

C) Forma: dependera del borde y del espesor. El borde puede ser liso,
entero, ondulado, aserrado, etc. El espesor va a depender de la elevacion estas
pueden ser chatas, elevadas, convexas, conicas, crateriformes, etc. Una vez
observadas las caracteristicas antes mencionadas se pueden definir los

diferentes tipos de colonias (Pajares, 2018).

2.17. OBSERVACION MICROSCOPICAS

La observacion microscopica de microorganismos unicelulares requiere de
microscopio con una dotacién basica y de buena calidad, excepto de la
observacion vital, es necesario que el material se encuentre preparado de
manera correcta. La preparacion del material dependera Unicamente del tipo de
microscopio a utilizar. Sin embargo, cuando el caso lo amerite las células y los
cortes histolégicos deberan ser sometidos a alguna accion de fluorocromos, para
de esta manera observar con un microscopio de fluorescencia o con el
microscopio confocal, en algunos otros casos se recurre a la utilizacion de

algunas sales de metales pesados que actlan sobre cortes ultra finos para ser
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estudiados con el microscopio electrénico de transmision. Sin embargo, en
cualquiera de los casos es necesario que para la identificacion se tenga
conocimiento de bases tedricas y ejercitar el método de observacion (Castro,

2018).
2.18. HONGOS

Los hongos son organismos que contienen un nucleo definido y que tienen las
caracteristicas muy similares a los animales y plantas. Cuentan con las células
alargadas y para alinearse todas, forman filamentos que se los denominan hifas.
Estas se entrelazan en una masa similar al algodén llamada micelio (Moreno,

2016).
2.19. HONGOS EN EL SUELO

Estos microorganismos tienen una funcion vital dentro de los ecosistemas, como
en la descomposicion del material organico, el reciclaje de nutrientes y el
mantenimiento de la rizosfera. Los impactos realizados por el humano sobre

estos alteran la estructura, biodiversidad y dinamica (Ibanez, 2012).

2.20. IMPORTANCIA DE LOS HONGOS EN EL SUELO

La gran diversidad microbiana es uno de los principales indicadores de la salud
del suelo, es muy importante cuando se consideran superficies con condiciones
ambientales cambiantes. Los hongos mantienen una importancia excepcional en
la descomposicion del material organico, y también aumenta la fertilidad del
suelo. Asi mismo pueden formar las estructuras para la resistencia que les

permitan sobrevivir en ambientes desfavorables (Ramirez, 2014).

2.21. BACTERIAS

Las bacterias son células sin un nucleo definido se comparan con células
eucariotas, estas tienen una estructura sencilla, son de diversas formas y
tamaros.

Las bacterias se clasifican segun su forma y estas pueden ser bacilos bastones,
cocos redondeados y espirilos de estructura espirales o helicoidales (Iracheta,
20009).


https://www.madrimasd.org/blogs/universo/author/universo
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2.22. GENERO BACILLUS

Es un género concurrente en los diversos cultivos situado en la rizosfera, en vista
de su alta capacidad de gestacibn de esporas brinda una ventaja de

sobrevivencia en la rizosfera vegetal (Calvo y Zaiiga, 2010).

2.22.1. CLASIFICACION

El género Bacillus en la actualidad incluye mas de 336 especies y pertenecen al
reino bacteria, por lo tanto, es descrito como bacterias productoras de
endosporas, las cuales pueden llegar a ser resistente a altas temperaturas,
(Villareal et al., 2018).

2.22.2. ECOLOGIA

Los Bacillus se encuentran distribuidas en diferentes medios donde su principal
caracteristica es la fuerza y potencia a su aislamiento en diferentes habitats ya

sean acuaticos o terrestres. (Villareal et al., 2018).

2.22.3. PRINCIPALES CARACTERISTICAS

Entre las caracteristicas mas significativas del género Bacillus destaca su poder
de crecimiento anaerobio como también anaerobio facultativo, morfologia
bacilar, tamafio variable (0.5 a 10 micrometro) y su movilidad flagelar. Su
desarrollo ocurre mostrando un variado intervalo de temperaturas.

(Villareal et al., 2018).

2.23. BIODIVERSIDAD

La biodiversidad no solo se refiere a una diversidad ecoldgica sino como también
a una variacion biologica la cual es el fruto de un irrepetible desarrollo evolutivo,
por lo tanto, es indispensable la informacién mas importante de la mayor variedad
de organismos presentes para asi continuamente utilizar diferentes cualidades

de la diversidad biolégica (Moreno, 2001).
2.24. MEDIDAS DE LA DIVERSIDAD DE ESPECIES

El suceso de una medicion de diversidad a menudo se muestra como indicador
de un excelente manejo de los ecosistemas, el avance de un ecosistema

involucra un incremente de la diversidad (Alvis, 2009).
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2.25. INDICE

El indice es un método estadistico que nos posibilita hace una comparacién de
una magnitud ya sea simple o compleja en diferentes situaciones en relacién al

tiempo o el espacio (Fernandez, 2013).

2.26. INDICE SIMPSON (H Simpson)

El indice de Simpson se deriva y mide la probabilidad de hallar dos individuos de
una misma especie. Este principio conforma una propiedad contraria a la
diversidad, por lo tanto se define el problema de escoger una transformacién
adecuada para lograr una cifra asociada positivamente con la diversidad (Zarco
et al., 2010).

S= 1
ni (ni — 1)
E(N—1)

[2.1] INDICE DE SIMPSOM

Dénde:

ni = namero de individuos en la iésima especie N = nimero total de individuos

La ecuacion 2.2 también es muy caracteristica y ampliamente usada para

estimar el H de Simpson debido a que es muy préactica y sencilla.

s=3>(u?
N
[2.2] H DE SIMPSOM
Donde:
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n; = NUmero total de individuos por especie.

N= Numero total de individuos en todo el habitat estudiado.

El rango de H Simpson esta comprendido entre 0—1; siendo el nivel de diversidad
infinita 0 y 1, significa que no hay diversidad.

2.27. INDICE DE SHANNON (H Shannon)

Este indice es empelado para cuantificar la biodiversidad especifica conocida
como Shannon-Weaver por lo cual muestra la heterogeneidad de una
comunidad sobre la base de dos factores: el nUmero de especies presentes y

su abundancia relativa (Pla, 2006).

S

H =S Piln(Pi)
i=1

[2.3] INDICE DE SHANON

Dénde:

S = nimero de especies
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Pi = proporcion de individuos de la especie i

A mayor valor de HO mayor diversidad de especies

El H Shannon puede comprender niveles de hasta 5; aunque también se ha
reportado valores superiores a 5 para este indice, sobre todo en algunos casos
de ecosistemas altamente diversos. Por su parte, Cedefio y Quinteros (2016)
proponen categorias de diversidad mediante los niveles alcanzados en el H

Shannon (cuadro 2.2).

Gréfico 2.1 Niveles que indican la diversidad de especies a través del indice de Shannon

Categorias Niveles
Baja <2
Media 2-3
Alta >3

2.28. FLORA ARBOREA

La flora arbdrea se define como la cobertura de masa de una comunidad vegetal
gue es clasificada por su altura, establecido por la vegetacion que cubre la parte

superior constituida por arboles (CONAFOR, 2017).
2.29. IDENTIFICACION DE FLORA ARBOREA

Proceso por el cual se establece el nombre cientifico a una especie, sus
estructuras, las caracteristicas, la descripcion botanica de la especie mediante
un examen y un material de apoyo anteriormente identificado. Esta identificacion
tiene como objetivo producir una base para la estructuracién de planteamientos
referidos a las comunidades vegetales (LAMPRECH, 1990).

2.30. INVENTARIO PARA FLORA

Tiene como fin empadronar de manera integra cada una de las especies
encontradas en un sitio en especifico, sin embargo, se puede decir que un Un
disefio de muestreo decreta el éxito potencial, del cual depende el tipo de analisis
e interpretacion a ejecutarse. Para que la realizacion de un muestreo sea exitosa
debe estar bien estructurado, por lo tanto, la muestra a coger debe estimar una
mayor variabilidad en toda una poblacién. Esta representatividad sera dada por
el numero de réplicas a tomarse en cuenta y por el crecimiento inventario es una

estructura puntual en el tiempo de mas de un elemento de la biodiversidad, de
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la misma manera pueden ser disefiados para establecer el nimero de individuos
de una o unas pocas especies individuales de la especie que se localizan

espacial o temporalmente en una region (Oliva et al., 2017).

2.31. DISENO DE MUESTREO

de los factores que pueden contribuir en una determinacion variable
(Mostacedo y Fredericksen, 2000).
2.32. MUESTREO ALEATORIO SIMPLE

Esta técnica se basa en el extraer los individuos al azar de la lista. En cuanto a
practica se refiere cuando son muy pequefias las poblaciones o estructuras

simples es dificil llevarse a cabo con manera eficaz. (Casal y Mateu, 2003).



CAPITULO 3. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El presente proyecto se realizé en la estacion experimental Portoviejo del INIAP
en la provincia de Manabi. Las coordenadas geograficas de referencia son:
1°07'25.7"S y 80°24'50.9"W (figura 3.1).
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Figura 3.1 Mapa de ubicacion
3.2. DURACION

El desarrollo de la investigacion comprendi6é una duracion de nueve meses, se
remontan a la época seca y época lluviosa; se realizaron los analisis en las
diferentes épocas del afio. Se utilizé el mes de agosto como época seca para la
recoleccion de muestras en el suelo y sus analisis correspondientes; en época
lluviosa se trabajé en el mes de febrero ya que es donde se intensifican las

lluvias.
3.3. METODOS Y TECNICAS

3.3.1. METODOS
a. INDUCTIVO
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Razonar el analisis con una porcion de todo; esto parte en lo particular hasta lo
general, y de lo individual a lo universal (Polo, 2015).

3.3.2. TECNICAS

b. OBSERVACION DIRECTA

Mediante la técnica de observacion directa se establecera las caracteristicas del
sitio donde se realizara el proyecto; consistirA en contemplar sistemética y
detenidamente (Polo, 2015).

. BIBLIOGRAFICA

Método que se dirige a la utilizacion de libros, articulos cientificos, revistas
cientificas y paginas web, hacen referencia a informaciones recogidas de primera

mano o datos originales recogidos por otras personas (Polo, 2015).

3.4. VARIABLES DE ESTUDIO

3.4.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

Sistemas de produccion de cacao:

1). Cacao - Monocultivo 2). Cacao - Maderables 3). Cacao - Frutales
3.4.2. VARIABLES DEPENDIENTE

Diversidad de Hongos y bacterias

3.5. PROCEDIMIENTOS

3.5.1. FASE 1. IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS DE
GENERO BACILLUS Y HONGOS A NIVEL DE GENERO
ASOCIADOS EN LA RIZOSFERA DE CACAO.

Actividad 1. Delimitar el area de estudio y establecer los puntos de muestreo
Para la delimitacion del area de estudio se siguio lo planteado por Padilla et., al
(2006) donde recomienda un reconocimiento in situ es la manera mas factible
para estudios en diferentes sistemas, de esta manera se tomé las coordenadas
correspondientes a los sistema de produccién de cacao monocultivo,
maderable y frutales. Al tener identificado cada sistema de produccion se
realiz6 un transecto de 50 x 50m en cada sistema de produccion. Esto

siguiendo la
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metodologia planteado por (Alvis, 2009) donde menciona que espacio no
mayores a 1 ha lo recomendable es realizar un transecto donde presente la
mayor concentracion de especies. Una vez teniendo identificado cada sistema y
haber realizado cada transecto se procedid a seguir con la metodologia
planteada por Osorio y Casamitjana, (2011) para la recoleccién de muestras,
donde menciona que una vez haber definido los limites de cada unidad de
muestreo, se realice un recorrido del terreno en forma de zigzag tomando las
submuestras en cada vértice, las distancias entre cada vértice eran de 50m de
largo y 10m de ancho entre cada vértice. De esta manera se recolecto un total
de 10 submuestras por cada sistema de produccion de cacao. Asi se formo una
muestra homogénea con un peso de 1kg. Asi mismo se realizo la limpieza en un
area de 40 cm x 40 cm de diametro en cada vértice del zigzag con el fin de
remover las plantas y hojas fresca que se encuentran en la superficie siguiendo

lo planteado por Osorio y Casamitjana, (2011).
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Figura 3.2. Croquis de toma de muestra.
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Actividad 2. Identificacion de bacterias de género bacillus y hongos.

En la identificacion de hongos y bacterias de género bacillus se la desarrollo en
dos épocas del afio; en la época seca en el mes de agosto y en la época lluviosa
en el mes de febrero ya que este es el mes donde se acrecientan las lluvias en
la provincia. Esto siguiendo lo planteado por Morales (2015), donde recomienda
gue para un balance de diversidad de microorganismos en diferentes épocas del
aflo es recomendable realizarlo en los meses donde la precipitaciéon sea
constante.

Preparacion de los medios de cultivos

La preparacion para los cultivos de bacterias del género bacillus, se realizé en
agar plate count, en su preparacion se coloc6 23 g de agar plate count en 1000
ml de agua destilada, luego se le agrego en un beaker con capacidad de 2000
ml, se homogenizo la mezcla en un agitador magnético, posteriormente se dejo
enfriar el medio a 50 °C para luego medir el pH nivelandolo a 7.2 ya que es nivel
necesario para que el reactivo cumpla su funcién en el cultivo de bacterias, como
lo propone Alvarez, Blandon, Cevallos y Mejia (2014).

La preparacion para los cultivos de hongos se realiz6 en agar papa dextrosa,
para su preparacion se coloco 65 g de agar papa dextrosa en 1000 ml de agua
destilada en un beaker con capacidad de 2000 ml, se homogenizo la mezcla en
un agitador magnético. Posteriormente se dejo enfriar el medio a 50 °C para
luego medir el pH nivelando el mismo a 6.0, el ph necesario para que los cultivos
de hongos se desarrollen segun la metodologia empleada por Méndez,
Camacho y Echeverry (2015) en un ensayo de identificacion de bacterias y
hongos en el suelo.

Obtencion de muestras bioldgicas (AISLAMIENTO)

Los microorganismos hongos y bacterias del género bacillus fueron aislados a

partir de rizosferas de plantas de cacao en tres sistemas distintos. Se tomo
muestras de suelo adherido al sistema radicular de la planta (Bowen y Velasquez
(2014).Posteriormente, se siguidé la metodologia empleada por Vazquez et al.
(2018) en un estudio similar con cultivos de papaya.

Fueron pesados asépticamente 10 g de cada muestra de suelo, afiadimos la

muestra pesada en un primer matraz que contiene 90ml agua de peptona al 1%,
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homogenizando para su respectiva dilucion, luego se realiza las diluciones
seriadas en tubos de ensayos que contienen 9 ml de solucién de agua de
peptona estéril hasta 1:1110000; sembramos 1 ml de las diluciones en 10000, 1
ml de las diluciones en 100000, 1 ml de las diluciones en 1000000 en placas con
Agar plate count tal como lo indica Gonzéles (2016). Distribuimos la muestra con
la espatula de Drigalsky en la caja Petri después se incub6 la muestra durante
24-48 horas a 37 °C; para hongos se realiz6 el mismo procedimiento con la
variante que cuya dilucion final fue hasta 1:10000 y se sembr6 en placa con agar
papa dextrosa segun (Lopez et al., 2015).

Este procedimiento se realizé por duplicado para descartar errores y aumentar
la confiabilidad de los datos.

El mismo procedimiento se desarroll6 en las dos épocas del afio para tener un
mayor numero de observaciones y contraste de datos. Las muestras fueron
rotuladas y codificadas por cada uno de los sistemas productivos,
microorganismo a identificar, fecha y hora, como lo proponen Orrufio y Barcina
(2010).

Incubacién

El material biolégico que fue obtenido en las cajas de petri en su respectivo
medio de cultivo especifico, se incubd durante un periodo de 24 horas a una
temperatura de 35°C para las bacterias y a 72 horas a una temperatura de 24°C
para hongos (Garcia, 2011)

Bacterias de género bacillus

Después de 24 horas sometidas los cultivos en las diferentes cajas Petri en
incubacion se llevaron las muestras al contador de colonias de bacterias, en
donde se contaron las unidades formadoras de colonias.

Para el proceso de purificacién de los cultivos de bacterias, Se aplicé la técnica
de coloracion de Gram para determinar cuales eran positivas (azules) y
negativas (rosaceas), como lo proponen Bowen y Velasquez (2014).

Se extrajo una pequefia porcién de la colonia pura; en un portaobjeto se coloco
una gota de agua destilada, y se colocé la colonia (muestra); la misma que fue

sometida a calor con el propésito de parar su proceso enzimatico, posteriormente
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se le agreg6 unas gotas de violeta de genciana por un minuto para tefiir las
paredes de las bacterias; luego se enjuagd con agua destilada, después se
cubrié con la solucién de lugol durante un minuto, se lavé nuevamente con agua
destilada y se decolord con alcohol cetona, a razén de cuatro segundos se lavé
nuevamente con agua destilada y por ultimo se tifid con safranina durante un
minuto y se enjuago con agua destilada. Se dejo secar, y se observé en el
microscopio las caracteristicas morfolégicas (Méndez, et al., 2015).

Hongos

Se empled por duplicado la técnica de siembra directa de suelo en la superficie
de cajas petri; las mismas que después de 72 horas incubadas a temperatura
24°C se llevo al contador de colonia y se realizd el conteo de las unidades

propagadoras de hongos (Bermudez, 2015).

Con la ayuda de una cinta adhesiva se extrajo parte da la colonia, en una porta
objeto se coloco una gota de azul de metileno y se colocé la muestra encimade
la gota secando un poco la placa, posteriormente se llevé la placa al microscopio

para su observacion y la identificacion (Lopez et al., 2015).

Se analiz6 las caracteristicas de macroscoépicas y microscopicas presentes en
las colonias fungicas para identificar los distintos géneros. Las caracteristicas
macroscopicas analizadas fueron, tipo de crecimiento de las colonias, color,

forma, tamafio, entre otras.

Una vez que se obtuvo los datos de los géneros de hongos identificados, se
procedié a seguir lo planteado por Pacasa et al., (2017) donde recomienda
comparar las caracteristicas identificadas con la literatura de claves taxonémicas
de Barnett y Hunter 1998; y Kirk et al. 2008.

3.5.2. FASE 2. ESTABLECER INDICES DE BIODIVERSIDAD DE
HONGOS Y BACTERIAS GENERO BACILLUS ASOCIADOS A LA
RIZOSFERA DE CACAO EN TRES SISTEMAS DE PRODUCCION

Actividad 3. Estimacion de la biodiversidad de hongos y bacterias

Se estimo la riqueza y abundancia de hongos y bacterias en los tres sistemas de
produccion de cacao mediante la aplicacion de dos de los indices de
Biodiversidades mas usadas y recomendadas: 1) H Simpson y 2) H Shannon.

Previamente, se clasificd y agrupé los datos obtenidos en la Fase |, a través de
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la identificacion y conteo de especies observadas. La abundancia correspondio

al nimero de aislamientos de una misma especie.

Siguiendo la metodologia planteada por Zarco et al. (2010) y Pla (2006), se aplico

la ecuacién 2.2 para determinar el H Simpson y 2.3 para H Shannon.

S
S=3( ”i)2[2.2] H => Pi(Pi) [2.3]

Adicionalmente, se estimé la representatividad de las especies de hongos y
bacterias, en funcion de cada uno de los tres sistemas de produccion y de forma
general (tres sistemas produccion agrupados). La representatividad corresponde
a la medida de distribucién en que una especie de hongo o bacteria se presenta
en un sistema de produccién de cacao y/o en el estudio general. Para estimar
esta medida, se aplicd una ecuacion basica de porcentaje que se presentan en
la ecuacion 3.1y 3.2.

x 100.

S

Res =

Donde:

Res = Representatividad de especies por sistema (%) n = Numero de
aislamientos de una especie.
Ns = Total de aislamientosen un sistema de produccion.

n
Rge = N X 100—[32]

Donde:

Rge = Representatividad general de especies (%) n = Numero de aislamientos

de una especie.

N = Total de aislamientos en los tres sistemas
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3.5.3. FASE 3. IDENTIFICAR LAS ESPECIES DE FLORA EXISTENTE
EN CADA SISTEMA DE PRODUCCION DE CACAO, COMO APORTANTES
EN LA COMPOSICION DE LA RIZOSFER

Actividad 4. Identificacion de las especies de flora en los sistemas de
produccion.

Se establecié puntos de muestreo en zonas estratégicas de acuerdo a la
caracteristica que presente una mayor concentracion de flora dentro de los
sistemas producciones maderables y frutales, mientras que en el sistema
monocultivo se lo realizé en el punto céntrico del sistema. De esta manera en
donde se aplicd un transecto de 50x50m en cada sistema de produccion segun
lo estipulado por (Alvis, 2009).

En la identificacion de cada una de las especies de flora encontradas dentro de
los sistemas de produccidén de cacao se la realizd6 mediante la metodologia
planteada por (FAO, 2005) en la cual nos mencionan que se debe proceder con
una identificacion preliminar en el campo apoyandonos con una guia forestal.
Siguiendo con la metodologia planteada se usé la guia Arboles del Ecuador,
primera edicion (Palacio 2016).

Actividad 5. Cuantificacion del numero de flora existente en cada sistema de
produccion de cacao

Se elaboré una matriz donde describe la parcela, nimero de especie, nombre

comun, nombre cientifico, familia. Siguiendo lo propuesto por (Roeder, 2004)



CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. IDENTIFICAR LAS BACTERIAS 'Y HONGOS
ASOCIADOS A LA RIZOSFERA DE CACAO EN TRES SISTEMAS DE
PRODUCCION

4.1.1. DELIMITACION DEL AREA DE ESTUDIO Y ESTABLECER
LOS PUNTOS DE MUESTREO PARA RECOLECCION MUESTRA DE
SUELO.

Se realizo6 el levantamiento de las coordenadas de cada uno de los sistemas,
gue se presentan el cuadro 4.1 y a la vez realizacion de poligonos de cada
sistema de produccion, mediante el programa ArcGIS 10.4 como se muestra
en la figura 4.1 la misma que nos muestra desde otro punto de vista cada
sistema de produccion a estudiar.

Asi mismo Espinosa y Roquera (2007) como Lasso et al., (2011) menciona
gue la sectorizacion de territorios ayuda para la identificacion de unidades

geograficas como las caracteristicas fisicas, bildgicas.

Tabla 4.1. Coordenadas de cada sistema.

Puntos X Y H

568244 9870811 54

Citricos 568248 9870743 53

568354 9870742 55

568025 9870932 53

] 568119 9870832 53
Monocultivo

568131 9870779 54

568185 9870774 53

568085 9870694 53

568191 9870708 55
Maderables

568219 970602 52

568325 9870594 52

568323 9870695 52

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019)
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Figura 4.1. Poligonos de cada sistema de produccion.

Se delimitaron los tres sistemas de produccion; primer sistema de cacao
monocultivo (color rojo), segundo sistema maderable (color azul) y tercer
sistema frutales (color rosado) tal como se muestra en la figura 4.1.

De esta forma se procedio a realizar un transecto en cada uno de los sistemas
de produccion de cacao, al tener una area menor a 1 ha se realizaron los
transectos donde se encontro la mayor concentracion de vegetacion,

siguiendo con la metodologia propuesta por Alvis, (2009).
4.1.2. IDENTIFICACION DE HONGOS Y BACTERIAS

Se identificaron en los tres sistemas de produccién de cacao un total de 177
unidades propagadoras de hongos, unificado en ambas épocas del afio;
distribuidos en ocho grupos: Aspergillus, encontrada en los sistemas de
produccion de cacao con maderables; en las épocas seca y lluviosa. La
especie Beauveria, se encontré6 en el sistema de produccion cacao con
frutales; en las épocas seca y lluviosa. Bipolaris tetramera, se encontré en el
sistema de producciébn cacao con maderables; en la época lluviosa.

Cladosporium, se encontré en los tres sistemas de produccion; en las épocas
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secay lluviosa.

Fusarium solani, se encontrd en los sistemas de produccion; monocultivo y
cacao con maderables, en la época lluviosa. Paecilomyces, se encontro en los
sistemas de produccion; cacao con maderables y cacao con frutales, en las
épocas seca y lluviosa. Penicilium, se encontro en los sistemas de produccion;
monocultivo y cacao con frutales, en las épocas seca y lluviosa. Trichoderma
harzianum, se encontré en el sistema de produccién de monocultivo, en la

época seca.
Tabla 4.2. Total de hongos identificados en las dos épocas.

. ni
Ne° Especies Sistema de Epoca ; (;Iade
identificadas o P
produccién propaga
doras
de
hongos
. Seca -
1 Aspergillus Cacao con maderables lluviosa 10
2 Beauveria Cacao con frutales Seca - lluviosa 5
3 Bipolanis tetramera Cacao con maderables Lluviosa 5
. Monocultivo-cacao. Seca - lluviosa
4 Cladosporium Maderables. Frutales 45
. . Monocultivo cacao. .
5 Fusarium solani Maderables Lluviosa 7
6 Paeciilomyces Cacao con maderables. Seca - lluviosa 27
Cacao con frutales
7 Panicillum Monocultivo. Cacao con Seca - lluviosa 76
frutales
Trlchodema Monocultivo Seca 2
harzianum

177

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019)

Durante la época seca, se identificaron seis de los ocho grupos encontrados
en esta investigacion como se muestra en el (tabla 4.3) con un total de 60
unidades propagadoras de hongos, divididas de la siguiente manera: Se
observé en el sistema de produccién monocultivo un total de 19 unidades
propagadoras de hongos de los cuales corresponden: seis Cladosporium,
once Penicillium y dos a Trichoderma harzianum. Mientras que dentro del
sistema de produccion cacao con maderable se identificaron un total de 11
unidades propagadoras de hongos, distribuidos en tres especies de hongos:
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tres Aspergillus, seis Cladosporium y dos Paecilomyces. Asi mismo en el
sistema de produccion frutal se identificO 30 unidades propagadoras de
hongos de los cuales fueron; un Beauveria, siete Cladosporium, cuatro

Paecilomyces y 18 Penicillium (tabla 4.3).

Asi mismo es apreciable que el sistema de produccion de cacao con frutales

reporté un mayor niumero de unidades propagadoras de hongos que

corresponde al (50%) de representatividad de especies general, mientras que
sistema de produccion de cacao monocultivo aporto un (31,67%) de
representatividad de especies general y el sistema de cacao con maderables
presento el nivel mas bajo de unidades propagadoras de hongos con un

(18.33%) de representatividad de especies general (tabla 4.3).

Estos resultados coinciden en la investigacion presentada por Arévalo-Gardini
et al. (2020) encontraron seis géneros de hongos de los ocho descritos en
esta investigacion; excluyendo a 3) Trichoderma harzianum y 6) Beauveria.
Estos autores pudieron identificar un total de veinticuatro géneros de hongos
asociados a los sistemas agroforestales del cacao en la Amazonia peruana. A
pesar de que los datos comparados varian en cuanto al nimero de géneros
fungicos, se destaca que la investigacion descrita contempla condiciones
climatoldgicas distintas y comprende una region amazonica a diferencia de

este caso que es en la costa ecuatoriana.

Un aspecto importante a destacar es que en los tres sistemas de produccion
de cacao no se encontr6 hongos antagonistas comunes como la
Moniliophthora rereri; causante enfermar el fruto del cacao y se ha convertido
en el problema mas representativo en areas productoras, incluido Portoviejo.
Esto indica que las especies identificadas en la rizosfera de los sistemas de
produccion pueden combatir y controlar la proliferacion de hongos. En este
mismo contexto, se guarda correspondencia con lo establecido por Betancourt
et al. (2016) quienes aislando y evaluando hongos nativos antagonistas de
Moniliophthora rereri en el cultivo de cacao, llegaron a la conclusion que otras
especies asociadas pueden ser agentes de control bioldégico de estos hongos

patdgenos.
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Tabla 4.3. Especies de hongos identificadas durante la época seca.

. % de
. . Unidades % de o
dS:astema Ejse?ﬁﬁliiad propagadora representativi reprejz(rj]tatlw
roducci a s de hongos dad de de especies
P especies P
on general
Cladosporiu 6 31,58 10,00
m
Penicillium 11 57,89 18,33
Monocultivo Tnchoplerm 5 10,53 3.33
a harzianum
Total 19 100,00 31,66
Aspergillus 3 27,27 5,00
Cacao Cladosporiu 6 54,55 10,00
con m
maderable Paecilomyce 2 18,18 3,33
S s
Total 11 100,00 18,33
Beauveria 1 3,33 1,67
Cacao Cladosporiu 7 23,33 11,67
m
con Paecilomyce 4 13,33 6,67
frutales s
Penicillium 18 60,00 30,00
Total 30 100,00 50,01

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).

Durante la época lluviosa, se identificaron un total de 117 unidades
propagadoras de hongos; aproximadamente dos veces mas en comparacion
conlaépocaseca. Asimismo, se reporté un mayor niamero de especies, el total
siete (tabla 4.4) mencionadas previamente. En esta época del afio, en el
sistema de cacao con frutales se observé un total de 53 unidades
propagadoras de hongos que corresponde al (45,30%) de la representatividad
de especie general (tabla 4.4), distribuido en: Cuatro Beauveria, nueve
Cladosporium, 16 Paecilomyces, 24 Penicillium. Mientras que en el sistema
monocultivo se identificaron 36 unidades propagadoras de hongos (30%) de
la representatividad de especie general distribuidos en: Nueve Cladosporium,
cuatro Fusarium solani y 23 Penicillium. El sistema de produccion de cacao
con maderables se observo el nivel mas bajo de unidades propagadoras de

hongos, 28 total los que corresponde al (23,93%) de la representatividad de
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especies general divididas en: siete Aspergillus, cinco Bipolaris tetramera,

ocho Cladosporium, tres Fusarium solani y cinco Paecilomyces (tabla 4.4).

Estos resultados muestran que durante la época lluviosa se presentan

mejores condiciones de adaptacion y desarrollo para unidades propagadoras

de hongos. Las condiciones de lluvia permiten que las plantas puedan mejorar

Su estado ya

gue reciben un mayor aporte de nutrientes que ayudan al desarrollo de sus

sistemas; incluido el radicular. Estos resultados tienen relacion con lo

mencionado por Gatazka et al. (2017) quienes concluyen que la aparicion de

un mayor namero de unidades propagadoras de hongos esta probablemente

relacionada con un sistema radicular mas desarrollado en suelos con buena

aptitud para la agricultura, donde el crecimiento de las plantas es mas

extenso, y proveen un habitat 6ptimo principalmente hongos micorricicos,

estableciendo simbiosis con las plantas.

Tabla 4.4. Especies de hongos identificadas durante la época lluviosa.

% de

. . Unidades % de o
Sistema de Especie ropagadora reoresentativida representativida
producciéo identificada propag b ; d de especies

s de hongos d de especies
n general
Cladosporium 9 25,00 7,69
, Fusarium solani 4 11,11 3,42
Monocultivo -
Penicillium 23 63,89 19,66
Total 36 100,00 30,77
Aspergillus 7 25,00 5,98
Bipolaris 5 17,86 4,27
tetramera
Cacao con Cladosporium 8 28,57 6,84
maderables  Fusarium solani 3 10,71 2,57
Paecilomyces 5 17,86 4,27
Total 28 100,00 23,93
Beauveria 4 7,55 3,42
Cladosporium 9 16,98 7,69
Cacao con Paecilomyces 16 30,19 13,68
frutales
Penicillium 24 45,28 20,51
Total 53 100 45,30

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).
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En el gréfico 4.1 se muestra la representatividad de especies de hongos en
los tres sistemas de produccion de cacao identificadas durante las dos épocas
del afio. Se puede apreciar que, en la época seca, la especie con mayor
abundancia fue el Penicillium este tipo de género de hongos es méas abundante
en suelos de sistemas agroforestales tradicionales (Tangjang et al., 2009).

Mientras que la especie Cladosporium no es tan significativa como el
Penicillium, su presencia puede ser un indicador para someter las
plantaciones a un control biolégico. Autores como Riascos et al. (2011) han

asociado a enfermedadesno

Especificas del cultivo del cacao con la presencia de especies del género
Cladosporium; ocasionando muerte de las plantulas y ramas, retrasos en la
produccion y floracion, afectacion en la calidad de los frutos, y hasta pérdidas

econdmicas severas

Las especies Trichoderma harzianum y Beauveria fueron las menos
abundantes, en el sistema de produccion monocultivo y el sistema de
produccion de cacao con frutales, respectivamente. Estos dos géneros
fungicos son menos abundantes en los sistemas de produccién de cacao que
reciben un mayor control. Es en este contexto autores como Arévalo-Gardini
et al. (2020) no registran a estas dos especies en sistemas agroforestales de

cacao cuya diversidad es alta.

Asimismo, en la época lluviosa, la especie con mayor abundancia fue el
Penicillium en los sistemas de produccion de monocultivo y frutales. Mientras
gue la especies Beauveria es la menos abundante en los sistemas de

produccion de cacao con frutales.

Los sistemas de monocultivos y asociacion de cacao con frutales, en ambas
épocas del afio, no registran presencia de hongos claves como los del género
Aspergillus que tienen la capacidad de liberar antibidticos y mantener el
equilibrio. Esto puede reducir en la rizosfera la capacidad para sintetizar
compuestos particulares a las plantas, facilitar la absorcion de ciertos
nutrientes del suelo y disminuir los problemas de enfermedades en las plantas
(Hayat et al., 2010).
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A pesar de que en los tres sistemas de produccion se predominan las
plantaciones de cacao, la presencia de especies de hongos es variable. La
Unica especie que se encuentra disponible en los tres sistemas de produccion
es el Cladosporium que es una especie sapréfita que generalmente se
presenta en medios donde hay disponibilidad de materia organica (Hulikere y
Joshi, 2019) y las plantaciones de cacao aportan con este nutriente a través
del proceso de degradacion del follaje.

Otro factor que interviene en las fluctuaciones de especies de hongos en los
sistemas de produccion de cacao es la intervencion de otras plantas debido a
gue cuando los sistemas presentan mas de una especie de plantas, la
diversidad de microorganismos también aumenta (Morocho y Leiva2019). Es
por ello que en el sistema de monocultivos se encuentra disponible un menor
namero de especies de hongos, a diferencia de los sistemas combinados con

plantas frutales y maderables.

Especies de hongos identificadas

o Cladosporium o Trichoderma harzianum

@Penicillium o Aspergillus
@Paecilomyces @ Fusarium solani
oBeauveria B Bipolaris tetramera
Epoca seca Epoca lluviosa

©
o

o
o

-
o

o
=1

o
=]

&
=]

@
I=]

% de especies observadas

N
=1

=]

=}

Monocultivo Cacao con Cacao con Monocultivoe Cacao con Cacao con
maderables frutales maderables frutales

Sistema de produccion

Grafico 4.1. Representatividad de especies de hongos en los tres sistemas
de produccion de cacao identificadas durante las dos épocas del afio

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).

En el caso de bacterias, durante la época seca se identificé Gnicamente una
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poblacion del género Bacillus, con un total de 5951 bacterias formadoras de
colonias distribuidos en sistema de produccion monocultivo 1492 bacterias
formadoras de colonias de genero bacillus que corresponde al 25,07% en el
sistema de produccién de cacao con maderables se encontré 2758 bacterias
formadoras de colonias los mismos que representa el 46,34% mientras que el
sistema de produccién de cacao con frutales se identificacion 1701 bacterias
formadoras de colonias de genero bacillus que representa el 28,59% (tabla
4.5). Autores como Alvarado et al. (2015) respaldan a bacterias del género
bacillus como “estimulantes de efectos antimicrobiano en plantulas de cacao
y promotoras del desarrollo caracteristicas fisicas como las raices, area y
altura de tallo” es necesario considerar que una mayor diversidad también

estimula el equilibrio y salud de los sistemas de produccion.
Tabla 4.5. Especies de bacterias identificadas durante la época seca.
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N de

% de

Sistemade  Caracteristicas de la especie Tincidn bacterias  representativi
produccion identificada Gram formadora dad general
s de especies

Bacillus medianos con extremos -
redondeados
Monocultivo  Bacillus pequefios y medianos con +
extremos redondeados
Total 1492 25,07

Bacillus con extremos redondeados
de tamafio mediano
Bacillus con extremos redondeados
de tamafio mediano y grande
Bacillus con extremos redondeados +
Cacao con .
Bacillus largos en cadena con
maderables -
extremos redondeados
Bacillus largos encadenados +
Bacillus  encadenados largos vy -
pequefios
Total 2758 46,34

Bacillus en cadenas con extremos +
redondeados y cuadrados
Bacillus en cadena con extremos +

Cacao con redondeados de tamafio medianos y

frutales grandes

Bacillus cuadrados con extremos +
redondeados de tamafio mediano
Total 1701 28,59

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).



En la tabla 4.5 se muestra las caracteristicas y representatividad de las
especies de bacterias identificadas durante la época lluviosa. Al igual que en
la época seca, se continud observando e identificando bacterias formadoras
de colonias del género Bacillus, con una mayor representatividad de 7137
teniendo en cuenta que es el total de la suma de cada bacteria formadora de
colonias de género bacillus identificados en los tres sistemas de produccion
de cacao; es notorio un aumento de 1186 bacterias formadoras de colonias.
En este caso, vario el patron de la distribucién de bacterias formadoras de
colonias, siendo el sistema produccion cacao con maderables el mas
representativo con 40,09% que corresponde a un total de 2861 bacterias

formadoras de colonias. Luegose

encuentra el sistema de produccién cacao con frutales 2477 bacterias
formadoras de colonias, equivalente al 34,71% vy finalmente el sistema de
produccion monocultivo que se encontr6 un total de 1799 bacterias
formadoras de colonias 25,21% (tabla 4.6).

Tabla 4.6. Especies de bacterias identificadas durante la época lluviosa.

N de % de
Sistema de Caracteristicas de la Tincién bacterias representati
produccion especie identificada Gram formadoras vidad
de colonias general de
especie
S
Bacillus medianos  con
extremos redondeados -
1 Bacillus pequefios y
Monocultivo  medianos con extremos +
redondeados
Total 1799 25,21
Bacillus pequefios y
medianos con extremos +
redondeados
Bacillus con extremos
redondeados de tamafio -
mediano
Bacillus en cadena con
2 extremos redondeados y +

Cacao con cuadrados
maderables  Bacillus largos en cadenas con -
extremos redondeados

Bacillus largos con extremos  +
redondeados



Bacillus en cadena con

extremos redondeados de +

tamafo mediano y grande

Total 2861 40,09

Bacillus en cadena con
extremos redondeados y +
cuadrados

Bacillus en cadena con
extremos redondeados de *

3 tamafio mediano y grande
Cacao con .
Bacillus cuadrados con
frutales
extremos redondeados de +

tamafio mediano

Bacillus largos en cadena con -

extremos redondeados

Total 2477 34,71

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).

En ambas épocas del afio, Unicamente fueron observadas bacterias del
género Bacillus; predominando en las dos épocas de evaluacion la
representatividad de bacterias Gram positivas del género Bacillus,

coincidiendo con Leiva et al. (2013)

quienes argumentan que los sistemas de produccion de cacao son ricos en
este tipo de bacterias.

Uno de los parametros que podria generar esta condicion es el pH, debido a
gue las bacterias son muy sensibles a cambios minimos del mismo. Este
argumento coincide con el de Grzgdziel y Gatgzka (2018) quienes encontraron
gue la composicién de las bacterias esta estrechamente correlacionada con
el tipo de suelo, pero principalmente con el pH. Por lo tanto, es necesario que
en estudios futuros también se considere la evaluacion de este parametro
para argumentar apropiadamente la ausencia de otro tipo de bacterias que no
pertenecen al género Bacillus.

4.2. DETERMINAR INDICES DE BIODIVERSIDAD DE
HONGOS Y BACTERIAS EN LA RIZOSFERA DE CACAO EN TRES
SISTEMAS DE PRODUCCION

4.2.1. ESTIMACION DE LA BIODIVERSIDAD DE HONGOS Y
BACTERIAS.
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Durante la época seca se encontré menor diversidad de especies de hongos,
en comparacion con la época lluviosa; comprendiendo niveles del H Shannon
entre 0,92-1,03 para los distintos Sistemas de produccién de cacao. Es asi
gue haciendo una relacién con las categorias propuestas por Cedefio y
Quinteros (2016), se determind una Baja diversidad de hongos para la época
seca. Por otra parte, el H Simpson guarda correspondencia con los datos del
primer hallazgo en que las especies identificadas de hongos durante la época
seca, registran una Baja diversidad (Anexo 7Q); a pesar que tiene una escala
distinta de medicién, que cuando el H se aproxima mas a 1, la diversidad
también disminuye. Para el H Simpson, durante la época seca oscila desde
0,36 para el sistema productivo de cacao con frutales hasta 0,45 para el

sistema productivo de Monocultivo (tabla 4.7).

Este hallazgo se relaciona con lo indicado por Pasquale et al. (2019) en su
bioensayo con hongos donde destacan al Paecilomyces como importante
para los sistemas naturales por su poder de biomineralizacion. Ademas,

también

pueden ser un indicador de calidad de suelos productivos por su aporte de

minerales esenciales que sirven para el desarrollo y crecimiento de plantas.

Tabla 4.7. Biodiversidad de especies de hongos en la época seca.

Sistema de Especie Unidades .
! . - propagadoras H H Simpson
produccion identificada
de hongos Shannon
Cladosporium 6 0,36 0,10
Penicillium 11 0,32 0,34
M Iti i
onocultivo Trichoderma 5 0.24 0,01
harzianum
Total 19 0,92 0,45
Aspergillus 3 0,35 0,07
Cacao con Cladosporium 6 0,33 0,30
maderables Paecilomyces 2 0,31 0,03
Total 11 0,99 0,40
Beauveria 1 0,11 0,00
Cladosporium 7 0,34 0,05
Cacao con

Paecilomyces 4 0,27 0,02
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frutales Penicillium 18 0,31 0,36
Total 30 1,03 0,43

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).

En el cuadro 4.8 se presentan los resultados obtenidos en la determinacién
del grado de biodiversidad de especies de hongos durante la época lluviosa
mediante los H Shannon y H Simpson. Los valores obtenidos para el H
Shannon oscilan entre 0,88-1,56 (Anexo 7h); demostrando baja biodiversidad
para los tres sistemas de produccion de cacao, especialmente en el sistema
de monocultivo. Los hallazgos presentados en este estudio guardan
correspondencia con los de Sangabriel et al. (2017) quienes también
realizaron un estudio similar, pero en plantaciones de papaya; obteniendo
como resultado ocho morfotipos distintos de hongos en diferentes cultivos y un
H Shannon de hasta 0,89

Por otra parte, con el H Simpson se obtiene un mejor estado de la
biodiversidad de hongos, sobretodo en el sistema de produccion cacao con
maderables (H Simpson= 0,22). A pesar de que en este sistema se reportd un
menor namero de unidades propagadoras de hongos (28 en total); la
biodiversidad result6 ser mas positiva; demostrando que no siempre la
abundancia en un habitat es indicador de mayor biodiversidad. Se puede
asociar a que, en este sistema, al existir especies maderables, la
biodiversidad de hongos es mayor ya que encuentran en estas plantaciones

nutrientes para su desarrollo, como lo afirman Montano y Palomino (2012).

A pesar de que las condiciones tropicales de Ecuador permiten el desarrollo
de un alto grado de biodiversidad, especialmente en la época lluviosa, para
este estudio no se pudo obtener un resultado ajustado a una alta biodiversidad
de hongos. Esto se asocia a que Portoviejo tiene una influencia importante de
ecosistemas secos tropicales y segun Gilbert y Sousa (2002) en este tipo de
ecosistemas, a diferencia de los hiumedos tropicales que presentan mejores
condiciones para que los hongos puedan vivir en simbiosis 0 como hospedero

en especies de plantas, particularmente arbustos o arboles

Tabla 4.8.Biodiversidad de especies de hongos en la época lluviosa.
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Sistema de Especie Unldages h .
produccion identificada propagadoras H Shannon H Simpson
de hongos
Cladosporium 9 0,35 0,06
. Fusarium 4 0,24 0,01
Monocultivo solani
Penicillium 23 0,29 0,41
Total 36 0,88 0,48
Aspergillus 7 0,35 0,06
Bipolaris 5 031 0.03
tetramera
Cacao con Cladosporium 8 0,36 0,08
maderables Eglz?]rilum 3 0.24 0.02
Paecilomyces 5 0,31 0,03
Total 28 1,57 0,22
Beauveria 4 0,20 0,01
Cladosporium 9 0,30 0,03
Cacao con Paecilomyces 16 0,36 0,08
frutales o
Penicillium 24 0,36 0,21
Total 53 1,22 0,33

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).

En la tabla 4.9 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion del
grado de biodiversidad de especies de bacterias durante la época seca y
lluviosa mediante los H Shannon y H Simpson. En los tres sistemas de
produccion y durante ambas épocas, se reporta un grado de biodiversidad
nulo: H Shannon= 0 y H Simpson= 1. A pesar de que las bacterias se han
presentado en poblaciones altamente densas, en comparacion con los

hongos, los indices reportados demuestran que no hay diversidad.

Se reportd diversidad nula debido a que solamente existe un solo tipo de
bacterias; lo cual significa que, aunque exista un alto nimero de individuos;
los indices de diversidad solamente van a reportar el valor de “no diversidad
de especies” (H Shannon= 0 y H Simpson= 1). Al no existir otra especie
comparativa, la cantidad de microorganismos solamente podra referirse a

abundancia y no a diversidad.

Tabla 4.9. Biodiversidad de especies de bacterias en la época seca y lluviosa.
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Epoca Sistema de Especie Bacterias H Shannon H Simpson
~ . . . formadoras n: 2
del afio  produccion identificada . -Piln Pi (.,)
de colonias N
! . Bacillus 1492 0,00 1
Monocultivo
Seca 2 Bacillus 2758 0,00 1
Cacao con maderables
3 Bacillus 1701 0,00 1
Cacao con frutales
1 . Bacillus 1799 0,00 1
Monocultivo
Lluviosa 2 Bacillus 2861 0,00 1
Cacao con maderables
3 Bacillus 2477 0,00 1

Cacao con frutales

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).

Esto muestra que los hongos pueden generar un mayor equilibrio en la

rizosfera de las plantaciones de cacao, a diferencia de las bacterias

encontradas. El nimero de especies es importante para la salud del suelo y

plantas, pero, sobre todo, la biodiversidad funcional que las especies

proporcionan hace que el ecosistema funcione de manera eficiente y

sostenible.

Los hongos presentes en el suelo tienen un papel importante en todos los

procesos en la descomposicion que permiten la mineralizacién y de esta

manera se recicla muchos nutrientes de la planta. En los suelos, los hongos

se interactian por medio de una compleja comunidad microbiana que

incluye:



bacterias, actinomicetos (Actino bacterias) y otros pequefios invertebrados.
Cabe recalcar que los hongos son de gran importancia en la cadena
alimenticia para el suelo, particularmente para la fauna que se encuentra en

éste como fue declarado por Frac et al. (2018).

5.1 CARACTERIZAR LOS SISTEMAS DE PRODUCCION DE
CACAO, COMO APORTANTES EN LA COMPOSICION DE LA
RIZOSFERA.

5.1.1. IDENTIFICAR LA FLORA EXISTENTE EN LOS SISTEMAS DE
PRODUCCION DE CACAO

En el sistema cacao monocultivo, se encontraron tres tipos de clones de
cacao, el EEP 95, EEP 96 y EPP 103, conocer los clones que hay en una
plantacion de cacao es importante, porque al ser este un cultivo auto
compatible necesita la presencia de diferentes clones que sean compatibles
entre ellos y de esta manera asegure su produccion.

Para ANACACAO, (2015) la homogenizacién de clones de cacao asegura el
éxito de su produccion, ya que en el caso al sembrarse un solo clon se corre
un alto riesgo de pérdida del sistema. De esta forma recomienda los clones
EEP 95, EEP 96 y EPP 103 por su alta adaptabilidad a las mayorias de
condiciones climéticas.

Se logré identificar en este sistema las siguientes especies de flora; (Malezas).

Dioscorea  Communis, Conyza Sumatrensis, Croton Mononthogynus,

Clematis Vitalba, Trifolium Repens. Dentro del sistema de produccion cacao

frutal se identific6 cuatro especies de citrico distribuidas de la siguiente

manera; Lantana Camara, Citrus Reshni, Citrus Reticulata , Citrus X Sinensis.

Mientras que en el sistema de produccién cacao maderable se identificaron

las especies Handroanthus Chrysanthus y Cedrus, (cuadro 4.9).

El manejo de muestreo aleatorio para la identificacion de la flora coincide con
Mostacedo, B y Fredericksen, T (2000) donde mencionan que este tipo de
muestreo se emplea cuando se posee con poca informacion previa sobre las

caracteristicas del lugar o tipo de especies.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Citrus_reticulata

El uso de una guia forestal para la identificacion de la flora coincide con
Gaviria y Sabogal (2013) donde nos mencionan que es una herramienta
técnica que nos permite disponer de una serie de elementos que facilitan la

identificacion de especies.

5.1.2. CUANTIFICAR EL NUMERO DE FLORA EXISTENTE EN
CADA SISTEMA DE PRODUCCION DE CACAO

Tener una cuantificacion correcta de la flora existente en cada sistema de
produccion de cacao nos ayuda a controlar los componentes de cada uno, es
asi que dentro de cada sistema varia la distancia entre especie. De esta
manera dentro del sistema monocultivo de cacao se encuentran especies a
2,5 m de distancia, asi mismo cada especie identificada dentro del sistema
maderable hay 13 especies distribuidas a 10 m de separacién entre especies,
mientras que en el sistema frutales las especies identificadas la distancia varia
entre 3 a5 metros. De esta forma se logro cuantificar un total de 28 individuos
de flora (malezas dentro del sistema de cacao monocultivo, dentro del sistema
de produccion frutales se registro 16 individuos de citricos y en el sistema
maderable 13 individuos de flora. Cabe mencionar que cada sistema de
produccion posee diferentes clones de cacao, ademas hay que tener en cuenta
gue dentro de cada sistema cada tipo de flora brinda sus beneficios
ambientales.

La diversidad de flora en cada sistema de produccidén aporta nutrientes al
suelo mediante sus hojas, frutos que al caer estos al descomponerse
aportando a lo proliferacion de hongos y bacterias que usan los residuos de
las plantas como alimentos. Estos residuos son liberados por debajo del suelo

en forma que se pueda utilizar en las plantas.
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Tabla 4.10. Especies de flora existentes en los tres sistemas de produccién de cacao.

Sistema N° Nombre Comun Nombre Cientifico Familia
9 Amarillo Handroanthus chrysanthus Fabaceae
Maderable .
4 Cedro Cedrela odorata Pinaceae
1 Mandarina Cleopatra Citrus reshni Rutaceae
2 Mandarina Citrus reticulata Rutaceae
Frutales ) i . .
0 Naranja Citrus X sinensis Rutaceae


https://es.wikipedia.org/wiki/Handroanthus_chrysanthus
https://es.wikipedia.org/wiki/Pinaceae
https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNRB4UjIbswXWJJSlNLLfS0GSEx0RQ%3A1578676871445&amp;q=Rutaceae&amp;stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3yC4oMFrEyhFUWpKYnJqYCgAA8VS2FwAAAA&amp;sa=X&amp;ved=2ahUKEwiTh4zRxfnmAhWs1FkKHZHXCSgQmxMoATAYegQIDBAY&amp;sxsrf=ACYBGNRB4UjIbswXWJJSlNLLfS0GSEx0RQ%3A1578676871445
https://es.wikipedia.org/wiki/Citrus_reticulata
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3 Frutillo Lantana camara Rosaceae
5 Viuda Negra Dioscorea communis Dioscoreaceae
3 Erigeron Sumatrensis Conyza sumatrensis Asteraceae
Monocultivo 8 Crotén Croton mononthogynus Euphorbiaceae
7 Abiatadera Clematis vitalba Ranunculaceae
5 Trébol Blanco Trifolium repens Faboideae

Fuente: Mendoza y Pazmifio (2019).


https://es.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
https://www.google.com/search?biw=1366&amp;bih=625&amp;sxsrf=ACYBGNTo9e_ZFRml7JciABw0KQVanu2R1w%3A1578693824814&amp;q=Dioscoreaceae&amp;stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMyuKC5exMrrkplfnJxflJqYnJqYCgDVouo5HQAAAA&amp;sa=X&amp;ved=2ahUKEwjih4zlhPrmAhWk1FkKHftlCwsQmxMoATAYegQIDBAV
https://www.google.com/search?biw=1366&amp;bih=625&amp;sxsrf=ACYBGNTYIM7gKSX2X0NOGgyt3qcsbb1g3w%3A1578693926465&amp;q=Asteraceae&amp;stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yDEtWsTK5VhcklqUmJyamAoACE7DjhgAAAA&amp;sa=X&amp;ved=2ahUKEwjQnciVhfrmAhVEhOAKHWb-AbwQmxMoATAaegQIDRAV
https://es.wikipedia.org/wiki/Euphorbiaceae
https://www.google.com/search?biw=1366&amp;bih=625&amp;sxsrf=ACYBGNRqZHVVhORjCojRy6LCTLNZuk9T-g%3A1578694305341&amp;q=Ranunculaceae&amp;stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwuMjBexMoblJhXmpdcmpOYnJqYCgB3TITTHQAAAA&amp;sa=X&amp;ved=2ahUKEwifkJ3KhvrmAhWm1FkKHZOKBXIQmxMoATAZegQIDBAK
https://www.google.com/search?biw=1366&amp;bih=625&amp;sxsrf=ACYBGNSn5sDVdod7Chj9M_hQbmgzKYYUow%3A1578694557803&amp;q=Faboideae&amp;stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3SK8yMFzEyumWmJSfmZKamAoAQIZAmhgAAAA&amp;sa=X&amp;ved=2ahUKEwiDms7Ch_rmAhXNs1kKHaszCIsQmxMoATAZegQIDRAY

CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.

5.2.

CONCLUSIONES

Se identificaron un total ocho grupos de hongos: 1) Cladosporium, 2)
Penicillium, 3) Trichoderma harzianum, 4) Aspergillus, 5)
Paecilomyces, 6) Beauveria, 7) Fusarium solani y 8) Bipolaris
tetramera; mientras que, para el caso de bacterias, solamente se
identificé una especie del género Bacillus.

Se determind indices de biodiversidad bajos: H Shannon= 0,92-1,03
para la época secay 0,88-1,56 para la época lluviosa; y H Simpson=
0,40-0,45 en época seca y 0,22-0,48 en época lluviosa; aunque en
este Ultimo caso el 0,22 se aproxima més a 0 indicando una mayor
biodiversidad del habitat. La época lluviosa es mas oOptima para la
abundancia de especies; registrando un total de 7137 vs 5951
colonias de bacterias en la época seca y 117 vs 60 aislamiento de
colonias de hongos, respectivamente.

Los sistemas de produccion de cacao estan constituidos por una
diversidad de especies destacandose aquellos con frutales con
especies de citricos como: Citrus Reshni, Citrus reticukata, Citrus
sinensis y maderables con las especies Handroanthus chrysanthus

y Cedrela odorata.

RECOMENDACIONES

Incorporar el andlisis de otras variables asociadas a los sistemas de
produccion de cacao, tales como: pH y textura del suelo para
relacionar su influencia en la biodiversidad de bacterias y hongos
presentes en la rizosfera de estos cultivos.

Aplicar otros métodos o indices de biodiversidad, p eje: indice de
Magurran e indice de la estructura vertical para contrastar los
resultados encontrados en este estudio.

Aislar hongos benéficos, p. eje: Paecilomyces, Beauveria,
Penicillium para experimentar en el rendimiento de los tres sistemas
productivos de cacao, ya que estudios comprueban que los hongos
contribuyen en més de un 50% a la biomasa total de las plantas.
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ANEXO 1

DELIMITACION DEL

A) Recorrido del area de estudio

AREA DE ESTUDIO

B) Toma coordenadas
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limpieza del area de estudio D) Toma de muestra



ANEXO 2
PREPARACION DE MEDIO CULTIVO

E) Muestras tomadas en cada F) Preparacién de medio de cultivo

sistema de produccion del agua peptona

G) Preparacién de medio de cultivo H) Preparacion de medio de cultivo
PDA de Agar Nutriente
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ANEXO 2
PREPARACION DE DILUCIONES

I) Mezcla de las muestras con los

medios de cultivo J) Realizacion de las diluciones de
los medios de cultivo de bacterias

~ \ -
K) Diluciones reahza&s en las

placas L) Diluciones en la estufa para

mantener la temperatura 6ptima



ANEXO 3
IDENTIFICACION DE BACTERIAS GENERO BACILLUS

M) Conteo de colonia de bacterias

N) Contador de colonias de bacterias

/A

N) Purificacién de bacterias del

género bacillus

61



de Gram en bacterias del género

bacillus

R) resultados de los criterios de

seleccion del género bacillus

Observacion mediante el

Q)
microscopio de las cepas del género
bacillus para la definicion decriterios

de seleccién encontrados

S) Bacillus en cadena con extremos

redondeados y cuadrados
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R) Bacillus en cadenas con S) Bacillus cuadrados con extremos

extremos redondeados de tamafio redondeados de tamafio mediano

mediano y grande

U) Bacillus con extremos
T) Bacillus con extremos

redondeados de tamafio pequefio,

redondeados de tamafio mediano .
grande y mediano



mu

redondeados.

W) Bacillus medianos con extremos

redondeados

Y) Bacillus medianos con extremos

redondeados
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ANEXO 4

o DENTIFCACION D ONGOS

B 2) Hongo Cladosporium

A 2) Hongo Penicill -
) Hongo Penicillium C 2) Hongo Paecilomyces
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.D 2) Hongo Trichoderma Harzianu

2) Hongo Beauveria

E 2) Hongo Fusarium Solani
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ANEXO 5
IDENTIFICACION DE FLORA
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7a) Ca

ANEXO 7

CALCULO DE RESULTADOS

68

Sistema de
produccién

Especie identificada

N de colonias

Representatividad de especies por sistema

Representatividad general de especies

N colonias de especie/ N total de

colonias del sistema

%

N colonias de especie * N total de
colonias en tres sistemas

%

Cladosporium 6 6/19 0,32 0.32*100 31,58 6/60 0,10 0.10*100 10,00
Penicillium 11 11/19 0,58 0.58*100 57,89 11/60 0,18 0.18*100 18,33
Monocultivo
Trichoderma harzianum 2 2/19 0,11 0.11*100 10,53 2/60 0,03 0.03*100 3,33
N total d | i 31.58+57.89+10. 10.00+18.33
 total de colonias en 19 0.25+0.64+0.11 1,00 * M 100,00 0.10+0.18+0.03 0.32 " 31,67
sistema Monocultivo 53 +3.33
Beauveria (hongo benéfico) 1 1/30 0,03 0.03*100 3,33 1/60 0,02 0.02*100 1,67
Penicillium (hongo
. 18 18/30 0,60 0.60*100 60,00 18/60 0,30 0.30*100 30,00
benéfico)
Cacao con frutales |Cladosporium 7 7/30 0,23 0.23*100 23,33 7/60 0,12 0.12*100 11,67
P il h
ae?l.omyces( ongo 4 4/30 0,13 0.13*100 13,33 4/60 0,07 0.07*100 6,67
benéfico)
N total de colonias en
N 0.25+0.29+0.17 3.33+60.00+23.3 0.02+0.30+0.12 1.67+30.00
SIS CEeee Cem 0 +0.11+0.18 00 3+13.33 SCC820 +0.07 Y0 +11.67+6.67 o0
Aspergillus 3 3/11 0,27 0.27*100 27,27 3/60 0,05 0.5*100 5,00
Cladosporium 6 6/11 0,55 0.55*100 54,55 6/60 0,10 0.10*100 10,00
Cacao
conmaderables i
Paecilomyces (hongo
Y ( 9 2 2/11 0,18 0.18*100 18,18 2/60 0,03 0.03*100 3,33
benéfico)
N total de colonias en
.08+0.45+0. .27+54.55+18.
sistema Cacao con il 0.08 004350 0.17 1,00 22 51255 os 100,00 0.05+0.10+0.03 0,18 5.00+10.00 +3.33 18,33
maderables A
N total de colonias en tres sistemas 60 31.67+50 +18.33 100,0

culo de la representatividad de especies de hongos identificados durante la época seca.



69

Representatividad de especies por sistema Representatividad general de especies
Sls(tjema_ ,de Especie identificada N de colonias
RIocECClon N colonias de especie/ N total de % N colonias de especie/ N total de| %
colonias del sistema colonias en tres sistemas
Cladosporium 9 9/36 0,25 0.25*100 25,00 9/117 0,08 0.076*100 7,69
Penicillium 23 23/36 0,64 0.638*100 63,89 23/117 0,20 0.196*100 19,66
Monocultivo
Fusarium solani 4 4/36 0,11 0.111*100 11,11 4/117 0,03 0.034*100 3,42
N el GO ERIIEIED Gl 36 0.25+0.64+0.11 1,00 AT 100,00 0.08+0.20+0.03 0,31 0.307*100 30,77
sistema Monocultivo +11.11
Beauveria 4 4/53 0,08 0.075*100 7,55 4/117 0,03 0.034*100 3,42
Penicillium 24 24/53 0,45 0.452*100 45,28 24/117 0,21 0.205*100 20,51
Cacao con frutales |Cladosporium 9 9/53 0,17 0.169*100 16,98 9/117 0,08 0.076*100 7,69
Paecilomyces 16 16/53 0,30 0.301*100 30,19 16/117 0,14 0.136*100 13,68
N total de colonias en
; 0.08+0.45+0.17 7.55+45.28+16.9 0.03+0.21+0.08 .
sistema Cacao con 53 +0.30 1,00 8+30.19 100,00 +0.14 0,45 0.452*100 45,30
maderables
Aspergillus 7 7/28 0,25 0.25*100 25,00 7/117 0,06 0.059*100 5,98
Cladosporium 8 8/28 0,29 0.285*100 28,57 8/117 0,07 0.068*100 6,84
Paecilomyces 5 5/28 0,18 0.178*100 17,86 5/117 0,04 0.042*100 4,27
Cacao con
maderables
Fusarium solani 3 3/28 0,11 0.107*100 10,71 3/117 0,03 0.025*100 2,56
Bipolaris tetramera 5 5/28 0,18 0.178*100 17,86 5/117 0,04 0.0427*100 4,27
N total de colonias en 25.00+28.57
X 0.25+0.29+0.17 0.06+0.07+0.04 "
sistema Cacao con 28 4+0.11+0.18 1,00 +17f:;L(37+éLg.71 100,00 +0.03+0.04 0,24 0.239*100 23,93
frutales °
+
N total de colonias en tres sistemas 117 30.77+45.30 100,0
+23.93

7b) Calculo de la representatividad de especies de hongos identificados durante la época lluviosa.
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Sistema de
produccioéon

Especie identificada

Tincién Gram

N de colonias

Representatividad general de especies

N colonias de especie / N total de
colonias en tres sistemas

%

Monocultivo

Bacillus medianos
extremos redondeados

con

Bacillus pequenos y
medianos con extremos
redondeados

N total de coloni

as en sistema Monocultivo

1492

1492/5951

0,25 0.2507*100 25,07

Cacao con frutales

en cadena con
redondeados y

Bacillus
extremos
cuadrados

Bacillus en cadena con
extremos redondeados de
tamafio mediano y grande

Bacillus cuadrados con
extremos redondeados de
tamafio mediano

N total de colonias en siste

ma Cacao con maderables

1701

1701/5951

0.295*100 28,58

Cacao con
maderables

extremos
tamafno

Bacillus con
redondeados
mediano

de

extremos
tamarfio

Bacillus con
redondeados de
mediano y grande

Bacillus pequenos Yy
medianos con extremos
redondeados

Bacillus largos en cadena
con extremos redondeados

Bacillus en cadenas con
extremos redondeados de

tamarfio mediano y grande

N total de colonias en sistema Cacao con frutales

2758

2758/5951

0,46 0.463*100 46,35

N total d

e colonias en tres sistemas

5951

100

7c¢) Calculo de la representatividad de especies de bacterias identificadas durante la época seca.
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Sistema de
producciéon

Especie identificada

Tincion Gram

N de colonias

Representatividad general de especies

N colonias de especie/ N total
de colonias en tres sistemas

%

Monocultivo

Bacillus medianos con extremos
redondeados

Bacillus pequeifios y medianos
con extremos redondeados

N total de colonias en sistema Monocultivo

1799

1799/7137 0,25

0.252 *100

25,21

Cacao con frutales

Bacillus en cadena con extremos
redondeados y cuadrados

Bacillus en cadena con extremos
redondeados de tamafio mediano
Yy grande

Bacillus cuadrados con extremos
redondeados de tamafio mediano

Bacillus largos en cadena con
extremos redondeados

N total de colonias en sistema Cacao con

maderables

2477

2477/7137 0,35

0.347 *100

34,71

Cacao con
maderables

Bacillus pequeiios y medianos
con extremos redondeados

Bacillus con extremos
redondeados de tamafio mediano

Bacillus en cadena con extremos
redondeados y cuadrados

Bacillus largos en cadenas con
extremos redondeados

Bacillus largos con extremos
redondeados

Bacillus en cadena con extremos
redondeados de tamafno mediano
y grande

N total de colonias en sistema Cacao con frutales

2861

2861/7137 0,40

0.409 *100

40,09

N total de colonias en tres sistemas

7137

100

7d) Calculo de la representatividad de especies de bacterias identificadas durante la época lluviosa
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Sist d DIVERSID
S ema. ,e Especie identificada # AD
produccion ) i
INDICE DE SHANNON INDICE SIMPSON

Cladosporium 6 6/19*100 31,58 (6/19)*LN(6/19) -0,36 (6/19)"2 0,10
Penicillium 11 11/19*100 57,89 (11/19)*LN(04/19) -0,32 (12/19)"2 0,34

Monocultivo
Trichoderma harzianum 2 2/19*100 10,53 (2/19)*LN(05/19) -0,24 (21192 0,01
N total de colonias en sistema 19 31.58+57.89+10.53 100,00 -1%(-0.92) 0,92 0.10+0.34+0.0 0,45
Monocultivo 1
Beauveria 1 1/30*100 3,33 (1/30)*LN(1/30) -0,11 (2/30)"2 0,00
Penicillium 18 18/30%100 60,00 (18/30)*LN(18/30)) 0,31 (18/30)"2 0,36

Cacao con frutales |Cladosporium 7 7/30%100 23,33 (7/30)*LN(7/30) -0,34 (7130)"2 0,05

Paecilomyces 4 4/30*100 13,33 (4/30)*LN(4/30) -0,27 (4/30)"2 0,02
N total de colonias en sistema 3.33+60.00+23.33 . 0.0+0.36+0.0
Cacao con maderables 30 +13.33 100,0 -17(0.1.03) 1,03 +0.02 o
Aspergillus 3 3/11*100 27,27 (3/11)*LN(O7/11) -0,35 (3/11)n2 0,07
Cladosporium 6 6/11*100 54,55 (6/11)*LN(0O8/11) -0,33 (6/11)"2 0,30

Cacao con

maderables
Paecilomyces 2 2/11*100 18,18 (2/11)*LN(09/11) -0,31 (2/11)~2 0,03
N total de colonias en sistema 11 27.27+54.55+18.18 100,00 -1%(-0.99) 0,99 0.07+0.30+0.0 0,40
Cacao con frutales 3

N total de colonias en tres sistemas 60

7e) Calculo de diversidad de hongos durante la época seca.
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Sist d DIVERSIDAD
'S ema. ,e Especie identificada # %
produccion ; .
INDICE DE SHANNON INDICE SIMPSON
Cladosporium 9 9/36*100 25,00 (9/36)*LN(9/36) -0,35 (9/36)"2 0,06
Penicillium 23 23/36*100 63,89 (23/36)*LN(23/36 -0,29 (23/36)"2 0,41
Monocultivo )
Fusarium solani 4 4/36*100 11,11 (4/36)*LN(4/36) -0,24 (4/36)"2 0,01
N total de colonias en sistema 36 25.00+63.89+11.11 100,00 -1*(-0.88) 0,88 0.06+0.41+0.0 0,48
Monocultivo 1
Beauveria 4 4/53*100 7,55 (4/53)*LN(4/53) -0,20 (4/53)"2 0,01
Penicillium 24 24/53*100 45,28 (24/53)*LN(24/53 -0,36 (24/53)"2 0,21
)
Cacao con frutales | cladosporium 9 9/53*100 16,98 (9/53)*LN(9/53) -0,30 (9/53)"2 0,03
Paecilomyces 16 16/53*100 30,19 (16/53)*LN(16/53 -0,36 (16/53)"2 0,09
)
N total de colonias en sistema 7.55+45.28+16.98 . 0.01+0.21+0.0
Cacao con maderables 53 +30.19 100,0 -1%(-0.1.03) 1,22 3 0,33
+0.09
Aspergillus 7 7/28*100 25,00 (7/28)*LN(7/28) -0,35 (7/28)"2 0,06
Cladosporium 8 8/28*100 28,57 (8/28)*LN(8/28) -0,36 (8/28)"2 0,08
Paecilomyces 5 5/28*100 17,86 (5/28)*LN(5/28) -0,31 (5/28)"2 0,03
Cacao con
maderables
Fusarium solani 3 3/28*100 10,71 (3/28)*LN(3/28) -0,24 (2/28)"3 0,01
Bipolaris tetramera 5 5/28*100 17,86 (5/28)*LN(5/28) -0,31 (5/28)"2 0,03
N total de colonias en sistema 25.00+28.57+17.86 0.06+0.08+0.0
100,00 -1*(-0.99 1,01 0,22
Cacao con frutales e +10.71+17.86 ( ) 3
+0.01+0.03
N total de colonias en tres sistemas 117

7f) Célculo de diversidad de hongos durante la época lluviosa.




Sistema de
produccion

Especie identificada

Tinciéon Gram

N de colonias

%

DIVERSIDAD

INDICE DE SHANNON

INDICE SIMPSON

Monocultivo

Bacillus medianos  con
extremos redondeados

Bacillus pequefios y
medianos con  extremos
redondeados

N total de coloni

as en sistema Monocultivo

1492

1492/1492*100

100,00

(1492/1492)*LN(1|

492/1492) 0,00

(1492/1492)"2 1,00

Cacao con frutales

Bacillus en cadena con
extremos redondeados y
cuadrados

Bacillus en cadena con
extremos redondeados de
tamafio mediano y grande

Bacillus cuadrados con
extremos redondeados de
tamafio mediano

N total de colonias en sistel

ma Cacao con maderables

1701

1701/1701*100

100,00

(1702/1701)*LN(L

701/1701) LY

(1701/1701)"2 1,00

Cacao con
maderables

Bacillus con  extremos
redondeados de tamafio
mediano

Bacillus con  extremos
redondeados de tamafio
mediano y grande

Bacillus pequefios y
medianos con  extremos
redondeados

Bacillus largos en cadena
con extremos redondeados

Bacillus en cadenas con
extremos redondeados de
tamafio mediano y grande

N total de colonias en sistema Cacao con frutales

2758

2758/2758*100

100,00

(2758/2758)*LN(2

758/2758) e

(2758/2758)"2 1,00

N total de colonias en tres sistemas

5951

79) Calculo de diversidad de bacterias durante la época seca
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Sistema de
produccién

Especie identificada

Tincion Gram N de colonias

%

DIVERSIDAD

INDICE DE SHANNON

INDICE SIMPSON

Monocultivo

Bacillus medianos con
extremos redondeados

Bacillus pequefios y
medianos  con extremos
redondeados

N total de colonias en sistema Monocultivo 1799

1799/17992*100

100,00

(1799/1799)*LN(L

799/1799) 0,00

(1799/1799)"2 1,00

Cacao con frutales

Bacillus en cadena con

extremos redondeados y
cuadrados

Bacillus en cadena con
extremos redondeados de
tamafio mediano y grande

Bacillus cuadrados con
extremos redondeados de
tamafio mediano

Bacillus largos en cadena
con extremos redondeados

N total de colonias en sistema Cacao con maderables 2477

2477/2477*100

100,00

(2477/2477)*LN(2

AT712477) 2.00

(2477/12477)"2 1,00

Cacao con
maderables

Bacillus pequefios y
medianos con extremos
redondeados

Bacillus con extremos
redondeados de tamafo
mediano

Bacillus en cadena con
extremos redondeados y
cuadrados

Bacillus largos en cadenas
con extremos redondeados

Bacillus largos con
extremos redondeados

Bacillus en cadena con
extremos redondeados de
tamafio mediano y grande

N total de colonias en sistema Cacao con frutales 2861

2861/2861*100

100,00

(2861/2861)*LN(2

861/2861) 2.00

(2861/2861)"2 1,00

N total de colonias en tres sistemas 7137

7h) Calculo de diversidad de bacterias durante la época




