ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA RECURSOS NATURALES RENOVABLES

EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS EN LA MICROBIOTA'Y EN LA
RESPIRACION DEL SUELO EN LA COMUNIDAD UTUNAG DEL
CANTON PENIPE PROVINCIA DE CHIMBORAZO

Trabajo de Integracion Curricular
Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERA EN RECURSOS NATURALES RENOVABLES

AUTORA: ANGELA MISHELL LARA CORONEL
DIRECTORA: ING. ANDREA PATRICIA GUAPI AUQUILLA, Mgs.

Riobamba — Ecuador
2024



© 2024, Angela Mishell Lara Coronel

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el
Derecho de Autor.



Yo, Angela Mishell Lara Coronel, declaro que el presente Trabajo de Integracion Curricular es
de mi autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el documento que provienen

de otras fuentes estan debidamente citados y referenciados.
Como autora asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de

Integracion Curricular; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Riobamba, 04 de junio de 2024

Angela Mishell Lara Coronel
060454342-1



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA RECURSOS NATURALES RENOVABLES

El Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular certifica que: El Trabajo de Integracién
Curricular; Tipo: Proyecto de Investigacion, EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS EN LA
MICROBIOTA Y EN LA RESPIRACION DEL SUELO EN LA COMUNIDAD UTUNAG
DEL CANTON PENIPE PROVINCIA DE CHIMBORAZO, realizado por la sefiorita:
ANGELA MISHELL LARA CORONEL, ha sido minuciosamente revisado por los Miembros
del Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular, el mismo que cumple con los requisitos

cientificos, técnicos, legales, en tal virtud el Tribunal Autoriza su presentacién.

FIRMA FECHA

Ing. Rosa del Pilar Castro Gomez, PhD. - 2024-06-04
PRESIDENTA DEL TRIBUNAL

1/ A \

Ing. Andrea Patricia Guapi Auquilla, Mgs. )\4 PP 2024-06-04
VAR O R AV LS \
DIRECTORA DEL TRABAJO DE \ L b ]

INTEGRACION CURRICULAR

Ing. Alex Vinicio Gavilanes Montoya, PhD. 2024-06-04
ASESOR DEL TRABAJO DE

INTEGRACION CURRICULAR




DEDICATORIA

A Dios, la fuente suprema de sabiduria que me ha guiado en cada paso que doy durante todo el
trayecto de mi vida y el transcurso de mi carrera, para ser una mejor persona. El presente trabajo
esta dedicado con todo mi amor y carifio a mi familia y en especial a mis padres Angel y Marlene,
por haberme forjado como la persona que soy en la actualidad; muchos de mis logros se los debo
a ustedes entre los que se incluye este. A mis hermanos Fabian y Génesis por apoyarme
incondicionalmente, quienes con sus palabras de aliento no me dejaban decaer para que siguiera
adelante y siempre sea perseverante y cumpla con mis ideales. A mis primos Franklin Lara y
David Lara por ser mi fuente de admiracion y perseverancia para luchar por mis suefios gracias
por apoyarme y darme aliento en la elaboracion de mi tesis. A mis sobrinas Aitana, Lylianay Lia
que son mi fuerza para nunca haberme rendido y a mi querido enamorado Jean Pierre Flores por
todo el carifio y apoyo brindado durante esta experiencia. A mis tias Maria Tapia y Victoria
Sanmartin por ser como mis madres y a mi abuelita Maria Delfina Zumba que sé que estd muy
orgullosa de mi cuiddndome desde el cielo. Estoy muy agradecida con todos por haberme dado
la fuerza que necesitaba, por ser el motor que promovio que esta meta se cumpla, por sus consejos,

gracias por ser el pilar fundamental para que este suefio se cumpla.

Angela Mishell



AGRADECIMIENTO

Al cumplir una de las etapas méas anheladas de mi vida académica expreso mis sinceros
agradecimientos en primer lugar a Dios, ya que él me ha iluminado el camino de la sabiduria para
alcanzar, con esfuerzo y dedicacién este titulo, a la vez también agradecer a la Escuela Superior
Politécnica del Chimborazo y en su nombre a la Facultad de Recursos Naturales y Escuela de
Ingenieria en Recursos Naturales Renovables por abrirme sus puertas para estudiar en tan

prestigiosa institucion.

A mis amados padres por estar siempre a mi lado y apoyarme en el trabajo de campo y ayudarme
a solventar todos los gastos necesarios durante todo el trabajo de Investigacion les estaré

agradecida toda mi vida.

A la directora de este trabajo de titulacion Ing. Andrea Guapi Augilla, Mgs. quien me guio, apoyé
y me brindo orientacion y asesoria, conduciéndome de esta manera hasta el logro de mi meta con
sus conocimientos, a mi asesor Ing. Alex Vinicio Montoya, PhD. por su orientacion y apoyo

desinteresado durante la realizacion del proyecto de Investigacion.
A la Ing. Elizabeth Pachacama por ser brindarme su tiempo y conocimiento para orientarme en el
trabajo de Investigacion en el laboratorio de suelos, al igual que el Ing. Alvaro Rivera que me

ayudo en el laboratorio de Fitopatologia y a la Ing. Ana Carola Flores por su paciencia y ayuda

desinteresada en la parte estadistica de mi trabajo de investigacion.

Angela Mishell

Vi



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS. ..ot ettt st enes st se st snen s Xi
INDICE DE TUSEFACIONES ......vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeseeeseseseeesessesseeseeseseeseseeeeeseeeeeeeseeeeeeeeneeeens Xii
INDICE DE ANEXO ..ottt aen st en st s st en sttt ene et xiii
RESUMEN ......oovieiieieee et ts et s ettt s st s st st an et ans s snees s tensaneees Xiv
ABSTRACT ..ottt er ettt sttt n et s et st et s st n st en st naanees XV
INTRODUGCCION ..ot eeeees ettt sttt sn et nensens 1

CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION ......coooiviieieceieeeeseeeseee e en e, 3
1.1 Planteamiento del Problema ..........ccoiiiiie e 3
1.2 ODJBEIVOS ...ttt 3
1.2.1. (C 1= =T - | USSP 3
1.2.2. ESPECITICOS .. ittt 3
1.3. JUSTEITICACION ...ttt nne e 4

CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO ...ttt 6
2.3. UTURAG-PENIPE. .....eecii ettt sttt e s be e sbe e be e sbeesbeesbeesreereenee s 6
2.3.1.  Caracteristicas del lugar del SUEIO ...........ccceeciiiiiii i 6
2.3.2.  REIBVE oottt et et e e aeenraenren 6
2.3.3.  Precipitacion (ISOYEIAS)........cccueiiiiiieiie e sie ettt e ettt e st s reesteenre e 7
2.3.4.  Temperatura (ISOEIMAS) ......cceciviiieiiee ettt ettt e sra e sreesteenteenas 7
P T TR o 1o o [T = ot LSS 8
B T o (1] 191 - Uo SRR 8
2.3.7. TIPOS A CUITIVOS .....uviiiiiiiieieiteee ettt 8
2.4, Importancia agricola de la comunidad Utufag .........cccccveeeeieniiieie e 8
2.5. Suelos agricolas de la comunidad UtURAG ...........ccccveveiiie e 9
2.6. Clasificacion, importancia y diversidad de microorganismos en el suelo................ 9
2.6.1.  Tip0S d& MICIOOIGANISIMIOS. ....c.vivireeieertestesieestente sttt ettt b bbbt nenne s 10
o T = - Tod (- g - USSP 10
2.4.1.2. PIOTOZOAITOS .. veviteesieieste sttt sttt skttt bttt bt se e bbb b e e et be e s e bt 10
2.4.1.3. NEMALOAOS ....cuveviieeiieie ettt sttt se e et e st e e s e seesbeebeeseentesbenteaneeeenneas 11

Vii



24.14.
24.15.
24.1.6.
24.1.7.
24.1.8.
24.1.09.
2.4.1.10.
24111
2.5.

2.6.

2.7.

2.7.1.
2.7.2.
2.7.3.
2.7.3.1.
2.8.
2.8.1.
2.8.2.
2.9.
2.10.
2.11.
2.12.
2.13.
2.13.1.
2.13.2.
2.14.
2.15.
2.16.
2.17.
2.17.1.
2.17.1.1.
2.17.1.2.
2.17.2.
2.17.2.1.
2.17.2.2.

ACHNOMICELOS TEI SUBIO.......ci ittt ettt e e ettt e s e et e e e s e e eaeeeens 11

[ [T Vo 0TS0 T ST =1 o R 11
Microorganismos fijadores de NItrOGEN0 .........covevereeierieie i 11
Microorganismos simbioticos fijadores de NitrOgenos. ..........cccooveirenercisenie e 12
Microorganismos que transforman el foSforo..........ccooevviiiiiieie i 12
Microorganismos que transforman azufre ... 12
Microorganismos que movilizan el potasio.........cccccoceiveiie i 12
YL Toda] 25 TSSO 13
Unidades formadoras de COIONIAS .........ccvivviieiieiie e 13
Importancia del microbiota en [0S suelos agricolas ............ccocovviiiiiieniiinicicis 15
Meétodos de caracterizacion e identificacion de microorganismos (bacterias y

1] o 0 L) TSRS 15
CaracterizaCion CUUIAl ...........coo i 16
Caracterizacion morfologica (Microscopia luz) ........cccccevieiiiiiiiincieic e 18
Caracterizacion microscopica (Cinta adhesSiVa) ..........ccoovrvrieieiinieieese e 21
Placa realizada con cinta adheSiVa ... 21
ReSPIracion del SUEIO ...........ccviiiiiiiiiccc e 23
Relacion respiracion- funcion del SUEIO ... 23
Proceso de respiracion del SUEIO...........ccooiiiiiiiiieieee e 23
I L] o T USRS 24
Métodos de respiracion del SUEIO ..........cceovviiiii i 25
Meétodos de la respiracion basal segiin la metodologia de Isermeyer .................... 25
Método respiracion Por SUSLFATO (SIF).....c.cccvciueiiueiiieiiecie ettt 25
PLAQUICTAS. ...ttt 26
Uso de los plaguicidas en el MUNAO............coviiiiiiiii i 26
Efecto en la salud de 10S plaguiCidas...........ccccueeveiiiiiciic s 27
Impacto ambiental de los plaguicidas en el SUelo ..., 28
Efecto de los plaguicidas en la respiracion del sSuelo ...........ccocovov e 28
Tipos de plaguicidas utilizados en el cultivo de papa.........ccccceevvvivieiciiniciciee, 30
Plagas dificiles de controlar en cultivo de papa en zonas altas................cccceveneene. 32
“Gusano blanco” Premnotrypes VOFAX .................ccccoouiioeiiiiiiiiiinis e 32
(@0 0] o] =111 [=] 01 1RSSR 33
D= o LRSS 33
“Minador de hoja” LiriomyZa Sp ................cccocviiiiiiiiiiiiiii e 34
(O o (o 0 [ o - RSPV UPO PP PR PRPPTPRN 34
DIAMIOS. .ttt ettt ettt bbbt e re e nbe e nbeenreenre e 34



2.17.3.  “Pulgon de la papa” (Aulacorthum solani)......................ccccccooviiiiiiiiiininiiiiiens 35

2.17.3.1. CICIO U8 VIO ... e 35
2.07.3.2. DAM0 1.ttt bbb et b et b e e 35
2.18. Degradacion del suelo por uso intensivo de plaguicidas...........cccceeveriinciciennnn 36
2.19. Clasificacion de 10S plagUiCidas. .........ccocereriiriiiieieie s 36

CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO ... sssessssssssssesssesssssessnes 38
3.1. CaracteristiCas del IUQAT ... 38
3.1.1.  Ubicacion geografica del area de eStudio..........cccceevveiiiieiie e 38
3.1.2.  Localizacion del 1aboratorio ..........ccooeieieriieieie e 39
3.2. Materiales y equipos para el Laboratorio de Fitopatologia ..........ccccccevevveveiveiciennne 39
3.2.1.  Materiales de CAmMPO ......ooiiiiiiiieiee e 39
3.2.2.  Materiales y equipos para el Laboratorio de SUelos ...........ccccccvvve i 55
3.3. Y 210 o [0] [0 o T WSO OSPPP 55

3.3.1. Determinacién de los plaguicidas en funcion de la aplicacion segun el ciclo
FENOIOGICO ...t bbb 55

3.3.2.  Obtencidn de las muestras de suelos de los tres cuadrantes del lugar de investigacion

.................................................................................................................................... 57
3.3.3.  Aislamiento e identificacion del microbiota del SUEIO ..........cccoeviiiiiiiiiiiiiic e 57
3.3.4.  Aislamiento e identificacién de la respiracion del SUElO ..........c.cceieeiiiiiiiciecin, 60
3.3.5.  CAICUIO dE 10S FESUITATOS ......eovveieieiieiieie sttt 61
3.3.6.  ANALISIS BStAGISTICO ...cuveiiiec et bae e 61
CAPITULO IV
4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS................. 62
4.1. Resultados y discusion del objetivo 1: Diagnosticar los plaguicidas que afectan el

microbiota y la respiracion del SUEIO. .........c.cccvevieiiiii e 62
4.2. Resultados y discusion del objetivo 2: Identificar los hongos y bacterias presentes

en el suelo de la comunidad Utufiag del cantdén Penipe provincia de Chimborazo

hasta el periodo de floracion del cultivo de Papa. ........ccccvcerereineneneieeceseeas 63
2.7. RESPIFACION DASAL .......c.ciuiiiiiiiiiie e 90
4.3. DISCUSION ...ttt bbbt e et b e nb et b e 90
4.4, Comprobacion de 1a NIPOESIS ........ccveiiiiieiie e 92



CAPITULO V

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA
ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 2-1:
Tabla 2-2:
Tabla 3-1:
Tabla 4-1:
Tabla 4-2:
Tabla 4-3:
Tabla 4-4:
Tabla 4-5:
Tabla 4-6:
Tabla 4-7:
Tabla 4-8:
Tabla 4-9:
Tabla 4-10:
Tabla 4-11:

Clasificacion y caracteristicas de microorganiSmos. ...........ccoveererereieeiesienerenens 18

Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad aguda expresada en DL50....37

Fungicidas y dosis aplicados en la investigacion .............ccccceevevieiieic e, 56
Cuadro resumen de los fungicidas utilizados ...........ccccccveveeiiiiii i, 62
Microorganismos identificados en 10s laboratorios.........c.cccccevvvevie e, 63
Caracteristicas culturales de las cepas del género Clonostachys Spag................... 68
Caracteristicas culturales de las cepas del género Chaetomium spag.................... 70
Caracteristicas culturales de las cepas del género Mucor SPag. .......cccccevevviveninnns 71
Caracteristicas culturales de las cepas del género Aspergillus flavus..................... 72
Caracteristicas culturales de las cepas del género Aspergillus niger ..................... 74
Caracteristicas culturales de las cepas del género Thichoderma spég................... 75
Caracteristicas culturales de las cepas del género Penicillium spag...........ccc....... 78
Caracteristicas culturales de las cepas del género Fusarium Spag............ccccceevnene 80
Caracteristicas culturales de las cepas del género Acremonium sppag.................. 82

Xi



INDICE DE ILUSTRACIONES

lustracion 3-1:
llustracion 4-5:
lustracion 4-6:
lustracion 4-7:
lustracion 4-8:

llustracién 4-9:

lustracion 4-10:
lustracion 4-11:
lustracion 4-12:
lustracion 4-13:
lustracion 4-14:
lustracion 4-15:
lustracion 4-16:
lustracion 4-17:
llustracion 4-18:
lustracion 4-19:
lustracion 4-20:
lustracion 4-21:

llustracion 4-22:

AT 08 BSLUAIO. .....cvoveeveeeeces ettt ene s 38
Caracteristicas culturales de 1aS...........ccccvvviieieieie e 66
Caracteristicas morfologicas de las cepas del género .........c.ccccevevevvevvennene, 67
Caracteristicas CUItUTAIES ...........ooiiiiiiiicecee e 69
Caracteristicas morfologicas de las cepas de género ..........cccocevvveveevieeeneene, 69
Caracteristicas CUItUTAIES ...........ccviieieieicceec e 70
Caracteristicas morfologicas de 1as cepas de ..........coovveriiinieneninieei 71
Caracteristicas morfologicas de las cepas de género Mucor ...........c..ccecu..... 72
Caracteristicas CUltura de 18S .........cccveereiiiiniee e 73
Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de género ...........cceeeverveveeennn 74
Caracteristicas morfol0gicas de...........ocverririiiiieiceee e 75
08 [ (01 (= 1S or: OSSPSR 77
Caracteristicas morfologicas de 1as CEPas.........cccvvvvviveeieiie i 77
(O T T3 (=] 1] (ot PP PR 79
Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de género .........ccccoecevevrerieriennan 79
Caracteristicas CUItUTAIES ............ccviieieiiiicece s 81
Caracteristicas morfologicas de las cepas de género .........c.ccoceverervniennenn 81
(O T T (=] £ (ot SRS 83
(O T T3 (=] 1] (ot PSP 83

Xii



INDICE DE ANEXO

ANEXO A:
ANEXO B:
ANEXO C:
ANEXO D:
ANEXO E:
ANEXO F:
ANEXO G:
ANEXO H:
ANEXO I:

ANEXO J:

ANEXO K:

ANEXO L:

RECONOCIMIENTO Y MEDICION DE CUADRANTES

RECOLECCION DE MUESTRAS DEL SUELO NO INTERVENIDO
LIMPIEZA Y PREPARACION DEL TERRENO PARA EL CULTIVO
SIEMBRA DEL CULTIVO DE PAPA

SIEMBRA DE CULTIVOS EN MEDIO-PDA, AN

IDENTFICACION Y CONTEO DE COLONIAS DE BACTERIAS Y HONGOS
FASE DE LABORATORIO METODO BASAL

PROCESO DE FLUJO PARA EL METOFO BASAL EN EL LABORATORIO
PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA EL METODO BASAL
DISENOS EXPERIMENTALES DE LA MICROBIOTA Y RESPIRACION DEL
SUELO

CICLO FENOLOGICO DEL CULTIVO DE PAPA HASTA LA ETAPA DE
FLORACION

DILUCIONES DE BACTERIAS Y HONGOS EN MEDIO AN, PDA

Xiii



RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar los efectos de los plaguicidas en el
microbiota y la respiracion del suelo en la comunidad de Utufiag del cantén Penipe provincia de
Chimborazo. Se recolectaron muestras de suelo segun el ciclo fenoldgico de la papa hasta el
periodo de floracion, la primera muestra se tomo del suelo sin ninguna perturbacion y las otras 3
muestras aplicadas con fungicidas. Para las muestras que se llevaron al laboratorio de suelo se
realiz6 la respiracién microbiana por el Método Basal que se la realiza determinando la
produccion de O2 en el medio o bien la concentracion de CO2 desprendido. En cuanto a la
determinacién de las unidades formadoras de colonias de bacterias y hongos se prepararon las
muestras de suelo de las cuales se aislaron las bacterias y hongos tanto de soluciones madres como
diluciones 1071, 1072, 1073, que fueron diseminados en cajas petri con medio Agar Papa
Destroxa (PDA) y Agar Nutriente (AN) se registrd el nimero Unidades Formadoras de Colonias
(UFC). En cuanto a la caracterizacion cultural se registré el borde, forma, superficie, color
anverso y color reverso de la colonia. Con los resultados obtenidos de la caracterizacion cultural
se identifico el género de los microorganismos obteniendo un total de 9 especies de hongos y 11

tipos de bacterias.

Palabras clave: < PLAGUICIDA>, <MICROBIOTA >, <UTUNAG (COMUNIDAD) >,
<RESPIRACION BASAL >, < PENIPE (CANTON)>, <PAPA (Solanum tuberosum).

0676-DBRA-UPT-2024
07-06-2024

Xiv



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the effects of pesticides on the microbiota and
soil respiration in the community of Utufiag in Penipe canton, Chimborazo province. Soil samples
were collected according to the phenological cycle of the potato until the flowering period. The
first sample was taken from the soil without any disturbance and the other 3 samples were applied
with fungicides. For the samples that were taken to the soil laboratory, microbial respiration was
performed using the Basal Method, which is performed by determining the production of O2 in
the medium or the concentration of CO2 released. Regarding the determination of the colony-
forming units of bacteria and fungi, soil samples were prepared from which bacteria and fungi
were isolated from both mother solutions and 10—1, 10—2, 10-3 dilutions, which were spread in
petri dishes with Papa Destroxa Agar (PDA) and Nutrient Agar (AN) medium, the number of
Colony Forming Units (CFU) was recorded. Regarding the cultural characterization, the edge,
shape, surface, front color and back color of the colony were recorded. With the results obtained
from the cultural characterization, the genus of the microorganisms was identified, obtaining a

total of 9 species of fungi and 11 types of bacteria.

Keywords: < PESTICIDE >, < MICROBIOTA >, < UTUNAG (COMMUNITY) >, < BASAL
RESPIRATION >, < PENIPE (CANTON) >, < POTATO (Solanum tuberosum).

Lic. Lorena Hernandez A. Mcs.
180373788-9
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“EFECTO DE LOS PLAGUICIDAS EN LA MICROBIOTA Y EN LA RESPIRACION
DEL SUELO EN LA COMUNIDAD UTUNAG DEL CANTON PENIPE PROVINCIA DE
CHIMBORAZO”

INTRODUCCION

El suelo es un recurso natural fundamental y su importancia abarca multiples aspectos
ecoldgicos, econdémicos y sociales. La degradacion del suelo, como la erosién, la
contaminacion y la pérdida de materia organica, puede comprometer su capacidad para
desempefiar estas funciones, poniendo en riesgo la sostenibilidad ambiental y la seguridad
alimentaria.

Sin embargo, diversas précticas agricolas inadecuadas han generado un impacto negativo
considerable sobre el recurso suelo, comprometiendo su salud y productividad a largo plazo.
Dentro de las malas practicas en el manejo de las practicas agricolas engloban desde
monocultivos, uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas, labranza intensiva, riego inadecuado,

sobrepastoreo, falta de rotacion de cultivos.

Las actividades agricolas han generado recientemente preocupacion por el uso de productos
quimicos sin opinién profesional, lo que esta provocando graves cambios ambientales en los
ecosistemas de la microbiota del suelo, especialmente en zonas donde el agricultor carece de

asesoramiento técnico (Pardo-Plaza, Paolini Gémez y Cantero-Guevara 2019)(Castillo et al., 2020: pag. 2).

Los agricultores utilizan plaguicidas para proteger sus cultivos sin considerar la toxicidad del
producto, lo que provoca que los cultivos se contaminen con residuos quimicos que afectan el
suelo, el aire y el agua. Por eso es importante conocer los procesos de manejo agronémico de los
diversos cultivos que ingresan a los mercados locales y nacionales. Por lo tanto, nuestro objetivo
es determinar el efecto de los plaguicidas en la microbiota y en la respiracion del suelo, utilizando

métodos experimentales (Sinchire, Cayambe y Heredia, 2023: pag.88).

Los agricultores no toman importancia con respecto al microbiota, la cual desempefia un papel
fundamental en la salud y la fertilidad del suelo, participando en procesos como la
descomposicion de la materia organica, el ciclo de nutrientes, defensa contra enfermedades y la
promocién del crecimiento de las plantas. Sin embargo, los plaguicidas disefiados para atacar
organismos especificos pueden tener efectos secundarios en microorganismos no objetivo al

alterar la composicion y funcién de la microbiota del suelo (Gonzalez y Fuentes, 2022: pag.129).



Alterando de manera significativa la respiracién del suelo, alterando el metabolismo de los
microorganismos el cual es un componente clave de los ciclos biogeoquimicos. Los plaguicidas
pueden afectar este proceso directa o indirectamente, al perjudicar la cantidad y actividad de los
microorganismos responsables de la descomposicion de la materia orgénica del suelo. Estos
cambios pueden tener consecuencias importantes para la salud y la productividad a largo plazo

de las tierras agricolas (Lépez y Monterroso, 2020: pag.32-33).

Debido a que los plaguicidas son productos de origen quimico que controlan en su totalidad a
plagas de insectos, acaros, hongos, bacterias, virus, nematodos, roedores y malezas que afectan
de manera directa cualquier tipo de cultivo. Jugando un papel primordial en la productividad y
rentabilidad generando que los agricultores dependan de ellos en su totalidad (Diaz et al., 2021:
pag.488). Segun estudios de INEC (2015) se determiné que el uso de los plaguicidas en la sociedad
actual presenta intoxicaciones en el ser humano con sintomas de dolor de cabeza en un 56,4%,
ardor de o0jos en un 55,1%, cansancio y suefio en un 32,9% y mareos en un 28, 5% afectando y

deteriorando los sistemas muscular y nervioso.

En el cantdn Penipe 37,71% de su superficie presenta suelos Andepts, correspondiendo a un grupo
de Inseptisoles derivados de materiales volcanicos caracterizados por su fertilidad, generando que
el canton resalte su actividad agricola a gran escala, pero también existen suelos que carecen de
esta caracteristica teniendo una degradacion y erosién muy significativa por malas practicas
agricolas y ganaderas (GAD PENIPE, 2016). Es asi que se realiza este trabajo de investigacion con
la finalidad de demostrar que el uso inadecuado de plaguicidas quimicos afecta el microbiota y la
respiracién del suelo siendo estos propensos a enfermedades en sus cultivos, generando que se
vuelvan resistentes a las plagas, desencadenando poca fertilidad y una rentabilidad baja para los

agricultores de la comunidad de Utufiag.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del Problema

El mal manejo de diversas practicas agricolas inadecuadas ha generado un impacto negativo
considerable sobre el recurso suelo. Un ejemplo de esto es el uso excesivo de plaguicidas en la
agricultura moderna, una estrategia clave para satisfacer la creciente demanda de alimentos y
proteger los cultivos de plagas y enfermedades. Sin embargo, esta practica no esta exenta de
efectos ambientales negativos. Una de las cuestiones criticas es el impacto de los plaguicidas en
el microbiota y la respiracion del suelo en la comunidad de Utufiag, donde los agricultores no

cuentan con ningun tipo de asesoramiento y colocan cualquier tipo de fungicida.

Los plaguicidas afectan el microbioma y el proceso dafiino de respiracion del suelo, afectando
directamente la abundancia y actividad de los microorganismos responsables de la
descomposicién de la materia organica, provocando un drenaje deficiente y una pérdida inmediata

de nutrientes beneficiosos para el suelo y el crecimiento de los cultivos.

La respiracion del suelo puede tener impactos a largo plazo en la calidad del suelo y la
sostenibilidad de las practicas agricolas en la comunidad de Utufiag, llevando a su completa
degradacién. Por lo tanto, la siguiente investigacion en esta area no solo contribuira al
conocimiento y la ciencia, sino que también informara las decisiones sobre politicas agricolas y
practicas agricolas mas sostenibles para un futuro mejor.

1.2 Objetivos

1.2.1. General

Determinar el efecto de los plaguicidas en el microbiota y en la respiracién del suelo en la

comunidad Utufiag del canton Penipe Provincia de Chimborazo.

1.2.2. Especificos

¢ Diagnosticar los plaguicidas que afectan el microbiota y la respiracion del suelo.



e Identificar los hongos y bacterias presentes en los suelos de la comunidad Utufiag canton Penipe

provincia de Chimborazo hasta el periodo de floracion del cultivo de papa.

1.3. Justificacion

Los plaguicidas son ampliamente utilizados en la agricultura para controlar plagas, prevencion de
enfermedades, manejo de malezas, proteccién de cultivos almacenados y aumento de la
productividad pero que también pueden tener efectos negativos en el medio ambiente, salud

humana y la biodiversidad al realizarse un uso excesivo o indebido de los mismos.

Ademas, se debe recalcar la importancia del microbiota y la respiracion del suelo ya que es
fundamental para la salud y la fertilidad de los ecosistemas agricolas, asi como para la seguridad
alimentaria y la sostenibilidad ambiental. Esta investigacion puede contribuir a comprender mejor
estos efectos y a informar practicas agricolas mas sostenibles y amigables con el medio ambiente

para evitar alteraciones del microbiota y la disminucion de la respiracién del suelo.

Finalmente, este estudio tiene implicaciones tanto a la comunidad cientifica como para los
agricultores y formuladores de politicas y regulaciones ya que se estd proporcionando evidencias
importantes sobre los posibles impactos de los plaguicidas y la respiracion del suelo en la
produccidon de alimentos.

Al comprender como los plaguicidas afectan al suelo permitiéndoles tomar decisiones relevantes
a los agricultores sobre el uso de pesticidas y adoptar practicas que minimicen impactos adversos
en la calidad del suelo minimizando los riesgos asociados con el uso de plaguicidas.

1.4.  Hipétesis

Nula

Los plaguicidas utilizados no tienen efecto en la Microbiota ni en la respiracién de los suelos de

la comunidad Utuiag.

Alterna

Al menos uno de los plaguicidas utilizados tiene efecto en la respiracién de los suelos de la

comunidad Utufag.



1.4.1.1. Variables

Dependiente

- Poblacion de la microbiota y respiracion del suelo

Independiente

- Plaguicidas



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.3.  Utuhag-Penipe

2.3.1. Caracteristicas del lugar del suelo

La composicion edafoldgica del Canton Penipe corresponde los subérdenes; AQUEPTS,
ANDEPTS, ANDEPTS — PSAMMENTS, PSAMMENTS, FLUVENTS, ORTHENTS; ademas
existen zonas que se caracterizan por presencia de nieve, roca y areas que carecen de suelo. El
37,71% de la superficie del canton presenta suelos ANDEPTS, estos suelos corresponden al grupo
de los inseptisoles derivados de materiales parentales volcénicos, se caracterizan por su alta
fertilidad, propicio para el desarrollo de actividades agricolas y pecuarias; se evidencia ademas
un alto porcentaje de zonas que carecen de suelo (38,27%), en donde afloran materiales
parentales, la vegetacién ha sido eliminada por consecuencias de las bajas temperaturas y/o en
otros casos la erosién por vientos ha contribuido a la pérdida paulatina del suelo y su

desintegracion (GAD Municipal del Cantén Penipe 2022).

De acuerdo a la clasificacion agroldgica, el 39,91% del territorio cantonal, deberia dedicarse a la
preservacion de la vida silvestre, recreacion y preservacion de microcuencas hidricas; debido a
gue presentan pendientes muy escarpadas con excesiva pedregosidad y rocosidad, con
posibilidades de severa erosion, por lo que no son aptas para ningln uso agropecuario (Clase
VIII). EI 21,19% del territorio tiene potencial forestal (Clase VII), mientras que el 20,09% deberia
ser dedicado a la implementacién de pastizales bajo sistemas silvopastoriles (Clase V); el 3,87%
puede ser dedicado a actividades agricolas, con la aplicacion de técnicas de conservacion de

suelos (Clases I, 11 'y 111) (GAD Municipal del Cantén Penipe 2022).

2.3.2. Relieve

El canton presenta un variedad de relieves, desde los edificios volcanicos y areas de nieve
perpetua (subnivel), hasta las zonas bajas, donde se asientan la mayoria de las poblaciones;
aproximadamente el 33,76% del territorio del canton estd constituido por relieves de tipo
Vertiente Andina Alta, que se caracteriza por encontrarse desde los 3600 a los 4300 msnm, en

esta zona se localizan la mayor parte de los ecosistemas naturales (GAD Municipal del Cantén Penipe
2022).



Utufiag se caracteriza en tener la mayor superficie de relieve Pie de Monte Escarpado Alta
Montafia, con el 23,52%, ademas del 46,03% de Pie de Monte Plano de Alta Montafia; el 28,98%
de la superficie con relieves Pie de Monte inclinado de Alta montafa se localiza en el territorio
del centro parroquial de Matus, de igual manera el 38,20% de terrenos con relieve Pie de Monte
Ondulado de Alta Montafia (GAD Municipal del Cantén Penipe 2022).

2.3.3. Precipitacion (Isoyetas)

La precipitacion minima anual de 500 a 750 mm (regién occidental) y la méxima de 2000 a 2500
mm/anuales, esta Ultima en la zona oriental del canton. Penipe esta bajo la doble influencia del
Oriente y Sierra; sin embargo, el ritmo de estaciones sigue al de la Sierra. Los datos de la serie
Pluviométrica de 1965-1984 de la estacion Penipe permiten dar una idea de la reparticién
estacional de las precipitaciones. Una pequefia Temporada de Precipitaciones, se aprovecha para
hacer siembras, que va de finales de Octubre a inicios de Diciembre; viene seguido de un pequefio
verano, breve temporada seca del inicio del afio en la Sierra que dura los meses de enero y febrero;
la temporada de invierno dura desde fin de Marzo a Julio, en esta época de floracién, la

fecundacion y engrose del grano de cultivo mayoritario de la zona destaca el Maiz (Guanga 2022).

Luego se tiene una temporada seca veraniega de la Sierra (de Julio a mediados de Octubre),
destacando la humedad de Penipe a diferencia de lo demas de la Sierra por la influencia del
Oriente. A nivel comunitario, las zonas bajas de las comunidades de; Manzano, Ganshi,
Shamanga, Nabuzo, centros parroquiales de Puela, Altar, ostentan una precipitacion media anual
de 500 a 750 mm; de igual manera la totalidad de los territorios de las comunidades de Guzo,
Naguantus, Puchiquies, La libertad, Bayushig (matriz), Ufiag, Colaytus, Penicucho Bajo y Penipe
presentan el mismo rango de precipitacion media anual. Bilbao, Yiubug, EI Manzano, Anab4,
Palictahua, Pachanillay, Ayanquil, Calshi, Matus Alto se encuentran en zonas donde la
precipitacion media anual es de 750 a 1000 mm; mientras que La Candelaria, Pungal de Puela,
Utufag, Matus (matriz), Tarau y Releche, presentan precipitaciones de 100 a 1750 mm/anuales,
las zonas altas de estas comunidades presentan rangos de precipitacion que oscilan desde los 1750

a 2500 mm/anuales (GAD Municipal del Cantén Penipe 2022).
2.3.4. Temperatura (Isotermas)
La temperatura media estimada en el cantdn es de 12.5°C, con un rango maximo que varia entre

10°C — 12°C media anual y minimo de 2 a 4°C, esta Ultima sobre todo en las inmediaciones del

Altar, como también en las zonas altas de las comunidades Releche, Tarau y Candelaria;



temperaturas de 4 a 6°C/anual son frecuentes en las zonas altas de las comunidades de Calshi,
Matus Alto y Nabuzo; las zonas altas de Utufiag, Palictahua, Azacucho, Ayanquil y Shamanga
presentan una temeratura media anual de 6 a 8°C; Las demés comunidades posee una temperatura
de 8 a 10°C/anual, tan solo en la zona baja-oriental de Bilbao, se presentan temperaturas medias

anuales de 10 a 12°C (GAD Municipal del Cantén Penipe 2022).

2.3.5. Pisos climaticos

Ecuatorial Frio Semi Himedo Alta Montafia (29,51% del territorio) en las zonas altas de las
comunidades Pungal de Puela, Utufiag, Matus, Tarau, Candelaria y Releche; y Ecuatorial Frio
Alta Montafa (70,49% de la superficie del cantdn), en las deméas comunidades del cantén (GAD

Municipal del Cantén Penipe 2022).

2.3.6. Humedad

Humedad relativa del 65 a 85% (Ecuatorial Frio Semi Himedo Alta Montafia) y Superior al 80%

(Ecuatorial Frio Alta Montafia) (GAD Municipal del Cantén Penipe 2022).

2.3.7. Tipos de cultivos

Su rol es integrar la produccion de granos y tubérculos andinos, frutales y la crianza de animales
menores, corresponde a las comunidades de Nabuzo, Calshi, Matus Alto, Palictahua, Pachanillay,
El Manzano, Puelo (Centro Parroquial), Anaba, Tarau y Yuibug (Plan de Desarrollo de Ordenamiento
Territorial del Canton Penipe 2014). Dentro de los cultivos que se desarrollan en el cantdn Penipe

tenemos maiz, papa, fréjol, manzana, mora, haba, tomate de arbol, tomate de rifién, zanahoria
(PDOT del cantdn Penipe 2012).

2.4. Importancia agricola de la comunidad Utufiag

La agricultura es la produccién, procesamiento, comercializacion de cultivos y de productos
ganaderos, desempefiando un papel trascendental en la economia del pais, convirtiéndose en la
columna vertebral de nuestro sistema econémico, que no s6lo suministra alimentos, materias

prima, y proporciona oportunidades de empleo a la poblacién (GADPenipe 2020).

El sector agricola tiene una importancia vital para todos los paises no importa que sean

subdesarrollados o desarrollado. Ayuda a compensar las necesidades fundamentales de los



ciudadanos de pais como comer vestirse, asegura oportunidades de empleo para ellos mismo
(Gélvez Feijoo 2021).

2.5.

Suelos agricolas de la comunidad Utufiag

Tabla 2-1: Suelos agricolas de la comunidad Utufag.

Porcentaje  Clasificacion Limitaciones Uso recomendado
(%)

0-5 Plano Buena para todas las operaciones Agricultura sin limitaciones para
de mecanizacién, suelos sin todo tipo de cultivo
piedras, muy adecuado para riego.

5-12 Ondulado Bueno para todas las operaciones
de mecanizacion, conveniente
para riego

12-25 Inclinado La mecanizacién es posible pero Cultivos con obras de
solamente para algunos tipos de conservacion, terrazas de
maquinaria,  restricciones y formacion lenta (para hortalizas,
dificultades para riego papas, maiz, frutales)

25-50 Escarpado Posible mecanizar en algunos
lugares, pero dificultad para la Potreros naturales con sistemas
mayoria; hay enormes silvopastoriles y plantaciones
dificultades para regar, hay forestales. Mejor reforestar y
peligro de erosion; cultivos con conservar.
obras de conservacion, riego
restringido (goteo o aspersion)

50-70 Muy Mecanizaciéon imposible para

escarpado todas las operaciones de cultivo, No se debe realizar ninguna

hay peligro de erosion y actividad. Bosques para la
deslizamientos;  son  suelos conservacion de los suelos.
mezclados de materiales varios
sobre las pendientes

>70 No hay ninguna posibilidad para

la agricultura o la ganaderia, hay
peligro de erosion y

deslizamientos

Fuente: (GADPenipe 2020).

2.6.

Clasificacion, importancia y diversidad de microorganismos en el suelo



Los microorganismos del suelo desempefian funciones muy importantes en el ecosistema y estas
poblaciones estan muy relacionadas con el tipo de suelo, caracteristicas climaticas y comunidades
de plantas. El suelo est4d formado por cinco componentes principales: minerales, agua, aire,
materia organica y seres vivos, cuya proporcion no es la misma en todos los suelos. El aire y el
agua juntos representan alrededor de la mitad del volumen del suelo. El agua se mueve por accion
de la gravedad atravesando los poros mas grandes y una parte es retenida por interacciones con
los otros constituyentes inertes, siendo aprovechada por los organismos vivos sélo una fraccién
de lamisma. Laaireacion y la humedad estan interrelacionadas, ya que los poros que no contienen

agua estan llenos de gas (Condori 2021).

2.6.1. Tipos de Microorganismos

Existen en la tierra desde aproximadamente 3500 millones de afios. Son los microorganismos mas
abundantes y pequefios (0,1 a 1 micra). Pueden ser aerobias (crecen con oxigeno), anaerobias
(crecen sin oxigeno) o facultativas (crecen con o sin oxigeno). Pueden tolerar pH acido, pH basico
0 pH neutro. Conocemos menos del 10 % de las bacterias y estas presentan los organismos mas
abundantes en el planeta. En suelos &cidos algunas bacterias neutrofilas tienen la capacidad de

neutralizar el suelo donde se estan desarrollando para cumplir su funcién gas (Condori 2021).

2.4.1.1. Bacterias

Las bacterias son extremadamente importantes, puesto que ellas pueden producir cambios
guimicos en el medio que las rodea, algunas producen nutrientes a partir de sustancias inorganicas,
otras viven absorbiendo materia orgénica. Las bacterias no son solamente dtiles, si no esenciales
para la vida. Los suelos son desmantelados o descompuestos por las bacterias en nutrientes que

son absorbidos luego de las raices (Garzén, Martinez y Romero 2022).

2.4.1.2. Protozoarios

Los protozoarios son muy abundantes en suelos sanos. Estos microorganismos contribuyen
transformando nutrientes en formas disponibles para las plantas, y a la vez, sirviendo de alimento
para otros organismos del suelo, como los nematodos, también favorecen a otros macro
organismos como la lombriz de tierra, porque se alimenta de bacterias y protozoarios, y a la vez

excreta microorganismos no patégenos para las plantas (Garzén, Martinez y Romero 2022).
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2.4.1.3. Nematodos

Los nematodos son organismos del suelo que contribuyen al equilibrio de las poblaciones de
microorganismos y ayudan a mantener cierta cantidad de bacterias y protozoarios, dentro de
poblaciones aceptables. Indica las actividades de los nematodos:

e Mineralizan nutrientes a formas asimilables para las plantas.

¢ Son fuente de alimento para otros organismos que influyen en la estructura del suelo.

¢ Regulan poblaciones de microorganismos al alimentarse de estos.

¢ Algunos nematodos parasitan a larvas de coledpteros, equilibrando sus poblaciones. Como los

nematodos Heterorabditis bacteriophora entre muchos otros (Garzén, Martinez y Romero 2022).

2.4.1.4. Actinomicetos del suelo

Son microorganismos que tienen parecido a los hongos y a las bacterias, se encuentran en el suelo,
las aguas estancadas, el lodo y los materiales organicos en degradacion. Los actinomicetos se
nutren de materiales orgénicos, son importantes en el proceso de transformacién del humus en el
suelo, son considerados como los mejores agregados del suelo debido a su eficiencia de producir
sustancias humicas y con sus micelios unen particulas de suelo suelto ayudando a la formacion

de agregados (Orduz Tovar, Machado Cuéllar y Rodriguez Suérez 2021).

2.4.1.5. Hongos del suelo

Son importantes degradadores aerobios de material vegetal en descomposicion en suelos acidos.
Producen enzimas y metabolitos que contribuyen al ablandamiento y a la transformacion de
sustancias organicas. También estas enzimas forman parte de la actividad de otros
microorganismos. Son muy importantes en suelos con desechos de cosecha. Su crecimiento
ramificado rapido y la intensa actividad degradadora les permiten mantener un equilibrio en los

ecosistemas del suelo (Orduz Tovar, Machado Cuéllar y Rodriguez Suérez 2021).

2.4.1.6. Microorganismos fijadores de nitrégeno

Entre los géneros de bacterias aerobias fijadoras de nitrogeno estan Azotobacter, Azospirillum,
Beijerinckia, Derxia, Azomonas, Nitrosomonas, Nitrosococcus, Oscillatoria y méas del género

Nitrobacter. Son la fuente primaria del suministro de nitrdgeno a las plantas porque son fijadoras

de nitrégeno atmosférico. Algunas bacterias, actinomicetos y algas verdes azules (cianoficeas)

11



reducen el nitrégeno atmosférico a nitrégeno amoniacal y lo incorporan al suelo donde la raiz lo

absorbe (Orduz Tovar, Machado Cuéllar y Rodriguez Suarez 2021).

2.4.1.7. Microorganismos simbidticos fijadores de nitrégenos

Los Rhizobium son bacterias noduladoras que fijan simbidticamente el nitrégeno en algunas
leguminosas. La simbiosis entre el microorganismo y la planta se fundamenta en que el primero
recibe carbohidratos de la planta y este le suministra nitrogeno después de su muerte. De esta
manera se da una asociacion entre la rizobacterias y las nitrofijadoras no simbi6ticas, como el

Azotobacter al incrementar el suministro de nitrogeno a la planta (Orduz Tovar, Machado Cuéllar y
Rodriguez Suérez 2021).

2.4.1.8. Microorganismos que transforman el fosforo

La movilizaciéon del fosforo es muy lenta y en la naturaleza esta actividad la hacen los
microorganismos, ya que participan en la disolucion y transformacion del elemento hasta
combinaciones asimilables por las plantas y también en la fijacion temporal del fosforo. Cuando
se incorporan al suelo residuos de cosecha, materiales organicos, enmiendas, estiércol, se agregan
gran cantidad de compuestos organicos. El fosforo organico es hidrolizado por la enzima fosfatasa

gue segregan los microorganismos y libere el fosfato, para que sea asimilado por la planta (Orduz
Tovar, Machado Cuéllar y Rodriguez Suarez 2021).

2.4.1.9. Microorganismos que transforman azufre

El azufre es esencial en la nutricion de las plantas pues participa en la formacion de aminoacidos
y vitaminas. Las plantas lo asimilan como sulfato. De descomposicion de la materia organica por
los microorganismos provoca la degradacion de aminoacidos hasta obtener sulfatos. También se

degradan sulfatos organicos (Garzén, Martinez y Romero 2022).

2.4.1.10. Microorganismos que movilizan el potasio

El potasio es retenido por los constituyentes del suelo, pero solo una parte es soluble y otra gran
fraccién se fija al suelo quedando en formas no intercambiables. Bacterias de los géneros Basillus,
Psedomonas y Clostridium y hongos como Aspergillus, Penicillium y Mucor solubilizan el
potasio mediante la liberacidn de acidos organicos o inorganicos que reaccionan con los minerales
que los contienen. Estos microorganismos descomponen minerales de aluminosilicatos y liberan
parte del potasio contenido en ellos (Garzén, Martinez y Romero 2022).
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2.4.1.11. Micorrizas

Son organismos que viven en simbiosis con las raices de las plantas, de ahi deriva su nombre
“myces - rhiza” (hongo - raiz). Su descubridor fue el botanico polaco Franciszek Dionizy
Kamienski, en 1882 y se creia que solo algunas plantas las tenian, confirmandose en 1900 que la
mayoria de las plantas poseen en sus raices la capacidad de desarrollarlas. Las micorrizas forman
parte del ecosistema del suelo, esto es, de las redes alimenticias de microorganismos, que

favorecen la nutricion de las plantas (Garzén, Martinez y Romero 2022).

Se menciona a continuacion los siguientes tipos de micorrizas:

Ectomicorrizas. El micelio invade las raices sin entrar al interior de las células. Este tipo de
micorrizas es el menos comdn, aunque juega un papel muy importante en el desarrollo de muchas

especies forestales.

Endomicorrizas. Este tipo de organismos invade la raiz y penetra entre sus células y en algunos
casos llega a penetrar la célula radical. Las endomicorrizas son las mas comunes en el mundo.
Por su forma de asociarse con la raiz, formando vesiculas y arbusculos, se les denomina v/a

(vesiculo - arbusculares) y pertenecen al grupo de las glomales.

Ecto-endomicorrizas. Aunque no son muy comunes, se encuentran en plantas de varios

ecosistemas (Condori 2021).

2.5. Unidades formadoras de colonias

En suelos donde no existen microorganismos la fertilidad se reduce considerablemente y las
plantas no pueden crecer normalmente, porque no hay intercambio gaseoso y la cantidad de
nutrimentos es minima, por lo que se hace indispensable la adicion de enmiendas y de fertilizantes

en grandes cantidades.

El radio microbiolégica circunstancia cacho de las actividades cotidianas, diariamente los
microorganismos los encontramos participando de moda benéfica y perjudicial, desarrollando
diferentes papeles. En el radio biolégico, una de las tareas es el ostracismo y la identificacion.
Dependiendo del fulano de notificacion y diseccion es ineludible asimilar el policia de unidades
formadoras de colonias (UFC) presentes, oriente policia es tomado en cuentecilla (NORAE) para

despreocuparse los estandares establecidos humillada normatividad en el radio de los alimentos,
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en el radio de salud, diseccion de agua, porte y carretera entre otros. Para esta diseccion los
expertos de estas areas realizan conteos manuales ya harto rudimentarios que consumen grandes

cantidades de legislatura con resultados que varian segun quien realice el conteo (Sanchez F et al.
2017).

Segun la importancia de estos microorganismos causantes muchas ETA importantes, los
laboratorios creen necesario utilizar muchas técnicas diferentes para aislar y enumerar los
microorganismos presentes en muchos alimentos. Sin embargo, se debe realizar una prueba para
su identificacion. Cuando se utilizan varias muestras, estos pasos de rutina suelen consumir
mucho tiempo y reactivos. Esto se debe a que la identificacion requiere sembrar los
microorganismos en multiples medios para distinguir entre las bacterias de interés y es posible
que deba realizarse dos o tres veces para aumentar la confianza en los resultados obtenidos.

resultado (Sanchez F et al. 2017).

En este estudio, controlamos varios parametros que afectan el crecimiento bacteriano, generamos
imagenes de las muestras controladas, realizamos la prueba usando una aplicacion movil y
utilizamos un sistema de visién por computadora para automatizar la cuantificacién de colonias
bacterianas. Recorte imagenes, conviértalas a escala de grises, mejore el contraste y segmente

imégenes para hacerlas importantes (Sanchez F et al. 2017).

Para estudiar las propiedades fisicas, quimicas y fisiologicas de las bacterias, es necesario aislarlas
en cultivo puro. Paraello, el primer paso es la separacién en una placa de Petri. Una vez preparado
el medio, se puede utilizar para inoculacién e incubar en condiciones que favorezcan el
crecimiento microbiano. Existen varias técnicas para aislar bacterias. Los mas utilizados son el

rayado cruzado, el adelgazamiento, el enchapado y la extension de varilla (Sanchez F et al. 2017).

Los nutrientes que necesitan las bacterias que se cultivan estan contenidos en el medio de cultivo.
Los medios son soluciones nutritivas que se utilizan en los laboratorios para cultivar

microorganismos (Sanchez F et al. 2017).

NOM-065-SSA-1993, que establece especificaciones sanitarias para los medios, clasifica los

medios segln su uso:

' Medios selectivos
Il Medios selectivos para enriquecimiento

[ Medio diferencial
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Las colonias bacterianas obtenidas utilizando estas técnicas en estos medios se pueden examinar
en términos de morfologia, identificacion, crecimiento y actividad metabdlica de las colonias

bacterianas (Sanchez F et al. 2017).

2.6.  Importancia del microbiota en los suelos agricolas

La importancia de la composicion y las interacciones de las comunidades microbianas del suelo
es indiscutible. La fertilidad del suelo estd controlada principalmente por la actividad

biogeoquimica del microbiota, que actia como fuente de nutrientes potenciales para las plantas.

La actividad microbiana influye en gran medida en el aumento o disminucion de la fertilidad del
suelo, asi como en la velocidad a la que se recupera el suelo degradado. El cambio climatico
global afectard estos procesos y necesitamos una mejor comprension de cdmo las afectas. La
creciente poblacion mundial y la consiguiente demanda cada vez mayor de alimentos y dietas mas
ricas debido a la mejora de las condiciones de vida y el uso de la tierra para la produccion de
biocombustibles en algunos paises en desarrollo estdn impulsando a los sistemas agricolas a
aumentar la productividad, lo que generard mucha presion de forma sostenible. Las teorias y
modelos que predicen los impactos del cambio de uso de la tierra pueden no sélo ayudar a calcular
el equilibrio de riesgos y beneficios, sino que, en Gltima instancia, también ayudan a desarrollar
estrategias de intervencidn para el microbioma del suelo. Ya existen varias vacunas agricolas

multiorganismos que apuntan en esta direccidn, y esto es s6lo el comienzo (Soria 2016).

Los microorganismos del suelo son la fuente de muchos productos de uso comdn, como las
enzimas biotecnoldgicas. La categoria mas conocida es definitivamente la de los antibidticos. En
una situacion en la que la resistencia a los antibioticos estd aumentando y el nimero de productos
potenciales que las compafiias farmacéuticas estdn probando es francamente pequefio, la
bioprospeccion de microorganismos con sustancias con actividad antimicrobiana es prometedora.
Las investigaciones realizadas durante las Ultimas dos décadas han revelado una enorme
biodiversidad. La biodiversidad consiste en un gran nimero de especies con un pequefio nimero
de miembros por gramo de suelo, la mayoria de las cuales no son cultivables y que pueden
interactuar con otros microorganismos en formas gque alin no se comprenden con precision. Esta

es la verdadera "materia oscura" del suelo y puede ser una valiosa fuente de productos bioldgicos
(Soria 2016).

2.7.  Meétodos de caracterizacion e identificacion de microorganismos (bacterias y

hongos)
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Actualmente, la identificacion bacteriana se realiza mediante métodos tradicionales basados en
rasgos fenotipicos. Esto se debe a que es un método mas asequible en cuanto a su implementacién
y coste. Los métodos de genotipado se utilizan normalmente para bacterias que no pueden

identificarse mediante métodos tradicionales (Bou et al. 2011).

La identificacién fenotipica bacteriana se basa esencialmente en comparar las caracteristicas
fenotipicas de una bacteria desconocida con las de un cultivo tipico. La confiabilidad de la
identificacion es directamente proporcional al nimero de caracteristicas similares. En
microbiologia clinica, la experiencia y la relacion entre los microorganismos y la localizacién y

tipo de infeccidn son de gran ayuda en la identificacion preliminar (Bou et al. 2011).

En el proceso tradicional de identificacién bacteriana se establecen algunos niveles de
procesamiento. Todas las caracteristicas fenotipicas conocidas son importantes y deben
considerarse al inicio del proceso de identificacion, pero como regla general se seleccionan
aquellas que se consideran pruebas primarias. Estos son rapidos y faciles de hacer. B. Morfologia
con tincion de Gram u otras tinciones, crecimiento en diferentes atmosferas de incubacion,
crecimiento en diferentes tipos de medios, oxidasa y catalasa. Estas diversas pruebas
generalmente permiten asignar tentativamente una bacteria a uno de los principales grupos de
importancia médica. Dado que muchos microorganismos pueden tener una apariencia muy similar
cuando se examinan macroscopica y microscépicamente, se pueden seleccionar otros métodos

con mayor poder discriminatorio (Bou et al. 2011).

2.7.1. Caracterizacion cultural

En lo que respecta al método cultural se parte de la observacion y la similitud que los organismos
presenten con otros organismos previamente ya estudiados. Segln Lescano (2015), los aspectos
culturales se pueden apreciar a simple vista entre los cuales se encuentran el color de la colonia
de microorganismos fangicos en el anverso como en el reverso de la colonia, textura, forma,
relieve, el crecimiento y la pigmentacion del sustrato también se pueden describir los siguientes

aspectos:

- Forma de la colonia: la colonia puede ser aterciopelada, pulverulenta, algodonosa, rugosa,

plegada, cerebriforme, granulosa.

- Consistencia: entre las cuales podemos mencionar dura, membranosa, blanda, suave, etc.
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- Relieve: plana o elevada.
- Pigmentacion: esta puede ser variable dependiendo del tipo de micelio y de la presencia de
estructuras reproductivas. Ademas, el reverso de la colonia puede presentar un pigmento

expansivo.

- Tipo de micelio: vegetativo, reproductivo.

Forma de las colonias. Bordes de las colonias.
‘e
W 2

l‘ >
‘.
.

Rizada Filamentosa Crenada Ondulada Entera
Iregular Rizoide Filamentosa  Circular Puntiforme

Superficie de las colonias

Elevacion de las colonias.

Efusa Plana Rizada Convexa Umbonada

Rugosa Concéntrica Radial Ondulada Lisa

llustracion 2-1: Caracteristicas de las colonias.

Fuente: Lescano, Alfonso et al., 2015.

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fision binaria y forman el
reino procariotico (procaridtico para los primitivos y cariético para los nucleares). Una forma de
identificar procariotas es mediante tincién. Durante este proceso, las moléculas de tinte se
adsorben en la superficie. Mediante el uso de tintes, las células microbianas pueden cambiar de
color y pueden observarse con un microscopio 6ptico. Las bacterias son casi incoloras, por lo que
no presentan contraste con el medio en el cual se encuentran suspendidas y no pueden observarse

claramente sin algun tratamiento previo (Rodriguez 2016).

De negociacion a la hipersensibilidad que ocurre, existen diferentes tipos de tincién:

a) Tincién simple: La tintura empleada sirve romanza para denotar la morfologia celular.

b) Tincion diferencial: Los colorantes utilizados muestran diferencias entre células bacterianas o

entre partes de una misma célula. Estas técnicas utilizan mdaltiples colorantes o reactivos

complementarios especificos para la coloracion.
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La tincién de Gram, desarrollada por el médico danés Hans Christian Joachim Gram, es una
técnica comin y utilizada con frecuencia para realizar un diagndéstico preliminar para identificar
bacterias. La tincién de Gram permite distinguir entre los dos grupos de bacterias Gram positivas

y Gram negativas, y también revela como se agrupan, la estructura de las células y su tamafio
(Rodriguez 2016).

2.7.2. Caracterizacion morfoldgica (microscopia luz)

La microscopia de luz permite obtener una imagen aumentada de los objetos o detalles muy
pequefios en micologia se utiliza para determinar los caracteres microscopicos de las setas y
hongos logrando visualizar todos los caracteres importantes mediante el empleo del microscopio
Optico efectuando visualizaciones con magnitudes diferentes (20x, 40x, 60x, 100x) se empieza
con la magnitud de menor tamafio y gradualmente se va subiendo para enfocar el objeto, esta
forma es la mas fécil para localizar y enfocar el objeto situado en el portaobjetos, donde se
determina la forma de las hifas, el tamafo de las esporas, forma y tamafio de las colonias de

hongos (Osorio, y otros, 2019).

La unidad béasica de la vida es la célulay, a pesar de su complejidad y diversidad, todas las células
vivas se pueden dividir en dos categorias amplias segun su estructura cuando se observan a través
de un microscopio electrénico: eucariotas y procariotas. Las células procariotas y eucariotas son
guimicamente similares: ambas contienen acidos nucleicos, proteinas, lipidos, carbohidratos y
ambas utilizan los mismos tipos de reacciones quimicas para metabolizar los alimentos, sintetizar
proteinas y almacenar energia (Garces y Saravia, 2011, p4g. 3). Los microorganismos se pueden dividir
en dos tipos de células que son: Eucariota que poseen un verdadero nucleo poseen una

organizacion completa en comparacion con las células procariotas (Ciencias de la Salud, 2023).

Tabla 2-1: Clasificacion y caracteristicas de microorganismos.

Procariotas Eucariotas
Estructura nuclear y funcién
- Membrana nuclear Ausente Presente
] Xlglileo'o Ausente Presente

Una molécula Varios cromosomas
Division Fision binaria Mitosis y meiosis

Estructura citoplasmatica y organizacion

- Membrana citoplasmatica
- Ribosomas
- Sistema respiratorio

Carece de esteroles
70S
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En la membrana
plasmatica
Pared celular Estructura compleja con
peptidoglucano
Mecanismos metabdlicos Gran variedad, en
particular reacciones

anaerodbicas que generan

energia.
Tamafio Menos de 2 um
Ejemplos Bacterias

Algas verdes — azules

Cuando la presenta, no
contiene peptidoglucano

Glicolisis es la via para
obtener energia en

condiciones anaerobicas

Desde 2 um hasta mas de
100 um
Protozoarios

Hongos

Fuente: (Ciencias de la Salud, 2023)

Las bacterias se multiplican rapidamente cuando se cultivan en un medio sélido adecuado. Las

unidades formadoras de colonias constan de una 0 mas caracteristicas, tales como:

Los tamafios varian desde 0,5 mm o mas. La forma de las colonias puede ser: irregular, punteada

o redonda. El borde puede ser ondulado, entero, ramificado, filamentoso. Los tipos de superficie

de las colonias son: plana, curva y elevada (Bastidas Cevallos y Vaca Viraccucha 2018, pag.17).

De acuerdo a Guillen (2020) la visualizacién microscopica de las bacterias tefiidas con un objetivo

de 100x permite observar su forma y agrupacion. Entre las formas de bacterias se pueden

distinguir las siguientes:

Cocos Bacilos Espirilos
9 9 QD 2D
Q
oo bacilos T
» ® ) espiroqueta
diplococos . < <
diplobacilos
“D“‘Q XIS
estretptococos [ X
o estreptobacilos vibriones
Q0 @O
QO O
tétradas sarcinas [ =]
cocobacilos
AL T T
PS¢
estafilococos

llustracion 2-2. Morfologia microscépica de bacterias

Fuente: (Gulillen Nepita, 2020)
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Bajo el microscopio, también se puede entender que algunas de estas tienden a vivir libres y no
en contacto fisico con otras células, y que ciertas especies de bacterias tienden a permanecer
agrupadas después de la reproduccion. Reconocer el patron de agrupacion es importante porque
nos da pistas sobre la posible identidad de las bacterias que observamos. Las bacterias se pueden

clasificar de las siguientes maneras. Ademas, se pueden agrupar en (Guillen Nepita, 2020):

Estrepto: Una célula forma una fila al lado de otra célula. Un grupo asi puede existir tanto en
cocos como en bacilos. Si son cocos se dice que son del grupo de los estreptococos, y si son
bacilos se Ilaman estreptococos, aunque rara vez se utiliza este término. La conexion entre los

bacilos, que se acumulan en cadenas, se realiza a través de bordes estrechos.

Racimos (estafilo): este grupo se ve en los cocos. Tienen forma redonda y estan apilados en todas
direcciones, asemejandose a racimos de uvas. Al observar este grupo, se le llama Staphylococcus

aureus.

Pareados (Diplo): Cuando los arboles suelen aparecer en pares, se les llama diplococos. Algunos

bacilos también pueden presentar este grupo y formar un bibacilo.

Tétrada: grupo de cuatro cocos.

Sarcinas: ocho cocos divididos en dos capas de 4 celdas cada una

En empalizadas: Esta agrupacién ocurre entre bacilos y cuando las células de este tipo se agrupan
a lo largo de sus bordes largos, similar a las placas en empalizada (Guillen Nepita, 2020).

Tincién de Gram

La tincion de Gram es un experimento potente y rapido que nos permite distinguir entre dos tipos
de bacterias: bacterias grampositivas y bacterias gramnegativas. Las bacterias grampositivas se
tifien de color purpura porgue el tinte queda atrapado en la gruesa capa de peptidoglicano que
rodea la célula. Las bacterias Gram negativas tienen una capa mas fina de peptidoglicano, por lo
que no retiene el cristal violeta, por lo que las células se tifien con safranina y vemos que se ven

rosadas (Vargas Gutierrez, 2018, pag. 34).

20



\
\\‘)‘ \{000 e‘-\\\ a\‘a‘\
o
§ we
k\ /\\ )\

. (morado) (n‘ ranja} ,, 'ansparenlE) (msa
I l I I
50 s 60s 5 iU .

OO Gram -
Gram +

Vista microscépma

llustracion 2-3: Reactivos usados en la tincion de Gram
Fuente:(Labster, 2023)

Hongos

Es la observacién de en un microscopio: forma, tamafio, agrupacion, color, etc. Se describen las
hifas: tabiques o tabiques, espesor, forma de las hifas. Para garantizar la visualizacion, se recoge
la muestra de una colonia de la placa con un gancho y coloque una gota de lactofenol u otro
liqguido de montaje en el gancho, que tefiira la estructura y asi, facilitar la visualizacién. Para
obtener observaciones microscépicas adecuadas, debe comenzar con un objetivo de 10x y pasar
a un objetivo de 40x una vez que encuentre la estructura, pero hacer esto puede destruir la
estructura del organismo que se esta estudiando y hacerlo desorientador. Por lo tanto, lo mas
recomendado es la técnica de cultivo sobre portaobjetos de vidrio, o microcultivos, es adecuada
para el estudio de las setas, ya que permite la manipulacion y observacion de la estructura del

hongo sin alterarla (Antonio, Mejiay Zanabria, 2018,pag. 30-31)
2.7.3. Caracterizacion microscépica (cinta adhesiva)

Segun Estrada, G.; & Ramirez, C, (2019), dictaminan que las caracteristicas morfoldgicas
(macroscopicas) de hongos se observan mediante el microscopio, para posteriormente determinar
aspectos de los organismos que crecen en los diferentes medios de cultivo (Papa Dextrosa Agar,
Agar-Nutriente, Corn Meal Agar, etc.) y se determinan las caracteristicas del cultivo: forma,
elevacion, margen, produccion de pigmentos, textura, etc.,, También se describirdn las
caracteristicas de las hifas: presencia o ausencia de tabiques, grosor, hifas en raqueta, hifas en

espiral, ademés, manifiestan que las placas se realizan de la siguiente forma:

2.7.3.1. Placa realizada con cinta adhesiva

21



En condiciones estériles se toma una porcion de cinta adhesiva transparente con los dedos pulgar
y anular (la parte pegante de la cinta dirigida hacia el cultivo del hongo, de donde se toma la
muestra), se acerca la cinta al cultivo por la parte pegante y suavemente con el dedo indice se
hace una pequefia presion sobre el cultivo, se retira y con la ayuda de la otra mano se extiende la
cinta, se coloca sobre la placa que contiene una gota de lactoglicerol, se deja reposar por un minuto
(mientras se tifien las estructuras) y después se observa al microscopio, se visualiza con el lente

de menor aumento y se va incrementando la capacidad de visualizacion gradualmente (Freire Haro,
2022).

Mientras que, para los hongos, de acuerdo a la identificacion del laboratorio ya sea macroscopica

y microscopio, se pueden dividir en dos grupos por tanto se indica a continuacion (Lépez Diaz ,2013):

Hongos filamentosos:

1. Son estructuras cilindricas parecidas a tubos.

2. Pueden tener o no tabique o septos en cantidades variables.

3. Son septados y poseen pequefios poros

4. Su elemento primario es la hifa o filamento.

5. Segln las formas que adopten las hifas pueden ser: vesiculosas, nodulares, pectinados, en
raqueta, en candelabro favico etc.

6. Al conjunto de hifas, ya unidas o entrelazadas se les denomina micelios

7. Poseen micelios: aéreos o reproductivos que alojan las esporas y micelios vegetativos o
nutritivos por donde absorben el alimento.

8. Las colonias se desarrollan en el micelio aéreo o reproductivo.

9.Sus colonias segun género y especie son de diferentes formas (algodonosas, pulverulentas,

cerebriformes, crateriformes, etc.) o colores: rojo, carmelita, violeta, verde, amarillo y otros.

Hongos levaduriformes

1. Forma colonias suaves y cremosas de varios colores: blanco, crema, café o negro.

2. Son unicelulares, aisladas, redondas, ovaladas o con forma de gema.

3. Adquieren una forma alargada parecida a hifas y forman un pseudomicelio.

4. Su método de reproduccion es la reproduccion asexual mediante formacion de yemas (Lépez

Diaz ,2013).

Esta es una técnica muy utilizada en micologia porgue se conserva la relacién original de esporas

y segmentos de hifas. Ademas, permite observar la estructura del hongo sin realizar ningun
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cambio. Para desarrollar la técnica, se corta un trozo de cinta de 4 centimetros con un lado hacia
afuera y se presion6 con unas pinzas sobre la superficie de la colonia de hongos en estudio. Luego

se coloco sobre un portaobjetos de vidrio en el que se habia dejado caer lactofenol (Antonio, Mejia,
Zanabria 2018, pag. 32).

2.8.  Respiracion del suelo

La respiracion del suelo es un indicador directo de la actividad metabdlica de una poblacion de
microorganismos del suelo. Se determina detectando y cuantificando la cantidad de didxido de
carbono. Este gas se libera cuando las muestras de suelo seco se vuelven a humedecer (en el
tamiz) en un recipiente hermético a temperatura ambiente durante 4 dias. Cuanto mayor es la
cantidad de dioxido de carbono liberado, esto indica que hay una gran cantidad de
microorganismos activos en el suelo, que participan en la circulacién de diversos nutrientes y la
descomposicion de sustancias orgénicas. El arreglo se puede practicar varias veces del analisis
enzimatico y cuantificacion del tamafio de la biomasa Unicamente; sin embargo, medir la
respiracién mediante la deteccién del dioxido de carbono proporciona una medida rapida,

econdmica y completa de los niveles de actividad microbiana.

2.8.1. Relacion respiracion- funcion del suelo

La respiracién muestra el estado de la poblacion microbiana en el suelo y puede informar sobre
la capacidad de la poblacién microbiana para aceptar y utilizar desechos orgéanicos o cambiar,
mineralizar y almacenar nutrientes para uso de plantas y otros organismos. Con el tiempo, se
forma una buena estructura del suelo, lo que reduce la disponibilidad de nutrientes. (Fertilab 2016,
pag.3).

2.8.2. Proceso de respiracion del suelo

Las propiedades fisicas y quimicas del suelo son muy importantes porque determinan la cantidad
de microorganismos, la concentracion de sustancias, catalizadores y nutrientes inorganicos en el

suelo. Los principales procesos mencionados son los relacionados con la respiracion del suelo.

e Procesos quimicos: los minerales de la Tierra se oxidan quimicamente en mucho menor medida
que otras fuentes de alta temperatura.
¢ Procesos Bioldgicos: Durante este proceso pasamos por la respiracion microbiana, la respiracién

de la rizosfera (raices) y la respiracion animal.
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e Proceso fisico: desgasificacion del CO2 del suelo y transporte del CO2 a través del suelo hasta

la superficie (Pazmifio Lizbeth, 2022, pag.7).

Vésquez, Macias, & Menjivar, (2013) Mencionan que, en el caso del suelo, la respiracion se
produce como la suma de las tasas respiratorias de los microorganismos que viven en el suelo
consumiendo oxigeno y liberando biéxido de carbono, elementos que son indispensables para la
germinacion de semillas y el crecimiento de raices. Por otro lado, el metabolismo del suelo esta
bien representado por la transformacion de la materia organica en elementos y compuestos
simples que son utilizados por los microorganismos del suelo y por las plantas superiores y

constituyen la fertilidad del suelo.

2.9. Titulacién

El anélisis de titulacién es una técnica de quimica analitica. Permite determinar la concentracion
de una sustancia desconocida (llamada "analito") que mide el volumen de un reactivo de
concentracion llamado valorante que se agrega gradualmente al analito hasta que reacciona por
completo. La titulacion se basa en reacciones quimicas. Las sustancias involucradas reaccionan
cuantitativamente. Es bien sabido que las reacciones ocurren cuando hay un cambio repentino en

una propiedad, generalmente un color (Hanna instruments, 2022, pag. 2).

La titulacion es el procedimiento utilizado para determinar el volumen de una solucién que es
necesario para reaccionar con una cierta cantidad de otra sustancia. La titulacion se realiza con
una disolucién de &cido clorhidrico, HCI y con una disolucién basica de hidréxido de sodio,
NaOH. La concentracion de la disolucion de NaOH es un dato conocido, la concentracién del
HCI se desconoce y es el valor que se va a determinar. Los iones hidrégeno del HCI reaccionan
con los iones hidroxido del NaOH en una raz6n uno a uno produciendo agua, donde la reaccion

completa es:

H*(ac) + Cl~(ac) + Na*(ac) +OH-(ac) — H20(l) + Na*(ac) + Cl~(ac)
La titulacién consiste en medir un volumen de base o de acido de concentracion desconocida y
agregar la cantidad equivalente de &cido o base de concentracion conocida. Esta ultima se llama

solucion valorada. En la reaccion se cumple que el nimero de equivalentes-gramo del acido es

igual al nimero de equivalentes-gramo de la base, en el punto de equivalencia.
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El punto final de la titulacidn se manifiesta mediante algtn cambio fisico, por ejemplo, el cambio
de color de un reactivo auxiliar llamado indicador que debe agregarse al iniciar la titulacién y

cuyo cambio o viraje nos indica aproximadamente el punto de equivalencia de esta.

Un experimento de este método, es la titulacion de una solucién de éacido clorhidrico, HCI, con
una solucion bésica de hidroxido de sodio, NaOH. Se determina la concentracion de HCL
desconocido mediante la solucién de concentracion de NaOH conocida. Los iones de hidrégeno

HClI reaccionan con los iones hidréxido de NaOH formando agua en una proporcién de uno a uno
(Vernier, 2016,pag.1).

Cuando ocurre el proceso entre un acido- base, el pH es bajo, a medida que se afiade cambia de

manera gradual el pH a un nivel gradual hasta el punto de equivalencias (Vernier, 2016, pag.1).

2.10. Meétodos de respiracion del suelo

La respiracion de suelo es un factor importante dentro del balance de carbono en el suelo ya que

en este proceso existe la liberacién de CO2 capturado en el suelo (Chen, Xu, Fan, Yuy Ding, 2017 citado
en Cruz et al. 2021, pég. 2).

El suelo libera CO2 de varias formas por medio de la actividad microbiana y fungica, las raices

de las plantas, la oxidacién bioquimica de la materia organica enterrada en el suelo (Matyés et al.
2020, pag. 11).

2.11. Maétodos de la respiracion basal segun la metodologia de Isermeyer

Una muestra de suelo es ubicada en un sistema aerobico cerrado, con humedad y temperatura
constante y controlada, asi el CO, que se libera en la muestra de suelo es absorbida en hidroxido
de sodio (NaOH) para posteriormente afiadir Cloruro de Bario (BaCl,) ser titulada con un &cido

clorhidrico(HCl) (Castelan et al. 2022, pag. 59).
Segun Font, Calero, Bernardo (2011) los fertilizantes orgéanicos, humus de lombriz y fertilizante
fosférico aumenta la respiracién basal de los suelos férricos, es decir, que el aumento de la

respiracién basal del suelo esta relacionado al aumento de microorganismos en el mismo (pag. 4).

2.12.  Meétodo respiracion por sustrato (sir)
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Se utiliza una muestra de suelo la cual es secada y bien granulada, ademas, en ocasiones se agrega
glucosa para acelerar a liberacion de CO,, si bien es conocido como uno de los métodos mas
sencillos, es necesario encapsular la muestra de suelo para poder enviar un flujo de aire continuo

en la muestra de suelo (Krebs 2003, pag. 36).

2.13. Plaguicidas

El Cadigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucién y Uso de Plaguicidas de la Food and
Agriculture Organization (FAO, 2011) de las Naciones Unidas, establece que un plaguicida «es la
sustancia o mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo los
vectores de enfermedad humana o animal; las especies no deseadas de plantas o animales que
ocasionan un dafio duradero u otras que interfieren con la produccion, procesamiento,
almacenamiento, transporte y comercializacion de alimentos; los articulos agricolas de consumo,
la madera y sus productos, el forraje para animales o los productos que pueden administrarseles

para el control de insectos, aracnidos u otras plagas corporales»

Es cualquier sustancia o mezclas de sustancias capaces de reducir y controlar algin ente
considerado plaga para cultivos e insectos vectores, cominmente son elaborados con toxinas las
cuales no pueden ser aplicadas constantemente debido a la agresividad, esto podria causar varios

problemas ambientales (Castillo, Duefias 2023, pag. 15).

Los plaguicidas si bien estan formados por sustancias toxicas y nocivas para algunos organismos
vivos, también estan compuestos de agroquimicos, los cuales son fuente de carbono y nitrégeno
que se degradan con la actividad de los microorganismos, aun asi, la entrada continua de esos

compuestos puede afectar la actividad bioldgica en el ecosistema (Bajafia 2023, pag. 1).

2.13.1. Uso de los plaguicidas en el mundo

Desde los afios 80 a los 90, se realizaron actividades, estudios e investigaciones para conocer los
problemas que ocasionaba el uso de los plaguicidas en la salud y en el ambiente en todo el mundo,
esto se enfocd més en los paises del tercer mundo (Santillan, 2017).

Desde los afios cincuenta se han utilizado los plaguicidas sintéticos en todo el mundo para la

agricultura. Y a medida que la tecnologia ha ido avanzando se ha intensificado el uso de estos,

algunos de estos plaguicidas tienen efectos inmediatos, otros en cambio pueden tardar mucho
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tiempo en que se presenten sus efectos, todo esto dependiendo si las personas estan expuestas con

mayor frecuencia a estos productos quimicos (Santillan, 2017).

En los paises en desarrollo se dan complicaciones por intoxicaciones inmediatas, al utilizar
productos con toxicidad aguda, en cambio los productos que son mas téxicos estos producen
dafios mas graves en los seres humanos como cancer, problemas en el desarrollo del crecimiento

de los nifios (Santillan, 2017).

2.13.1.1. Uso de los plaguicidas en el Ecuador

La agricultura desempefia un papel crucial en la economia del Ecuador, ya que mediante esta
actividad en el pais se pueden obtener varias ventajas como por ejemplo se puede generar empleo,

y también se pueden exportar los productos tradicionales a otros paises (Arias, 2013).

Segun el INEC, (2015) en el pais se siembran 2.595.075 ha., aproximadamente en el 45.89% de
estas hectareas (1.191.131), se aplican plaguicidas. En la provincia de Manabi, se realizé una
campariia en el 2010, en la que se invirtieron $36.000.000 de dolares para conocer el manejo
fitosanitario de cerca de 152.000 ha., en diferentes cultivos de ciclo corto, estos representan el

18% de los costos de produccion.

2.13.2. Efecto en la salud de los plaguicidas

Las poblaciones que se encuentran mas vulnerables y expuestas a estar contaminadas con estas
sustancias son las que se encuentran mas cercanas a las zonas agricolas en las que utilizan
plaguicidas, las mismas que con la ayuda del clima se dispersan en el aire, agua y suelo

contaminandolos, y a su vez también son absorbidas por especies cercanas a esas areas.

Los trabajadores agricolas estdn sometidos a especiales riesgos asociados a la inhalacion y
contacto a través de la piel durante la preparacion y aplicacion de plaguicidas a los cultivos. No
obstante, para la mayoria de la poblacion, un vehiculo importante es la ingestién de alimentos

contaminados por plaguicidas.
La degradacion de la calidad del agua por la escorrentia de plaguicidas tiene efectos principales

en la salud humana que surgen desde la mezcla y aplicacion de plaguicidas hasta el consumo de

alimento con residuos e ingerir agua con presencia de residuos.
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Muchos organismos encargados de la proteccion de la salud y el medio ambiente han establecido
valores de "ingesta diaria admisible" (IDA), que indican la ingestion maxima diaria admisible
durante la vida de una persona sin riesgo apreciable para su salud. Por ejemplo, sobre fenoles
sustituidos, se comprobd que la tetraclorohidroquinona, metabolito téxico del biocida

pentaclorofeno, producia en el "DNA dafios significativos y dependientes de la dosis™ (Santillan,
2017).

2.14. Impacto ambiental de los plaguicidas en el suelo

La base del impacto ambiental que se produce en el suelo son los residuos de productos quimicos
agricolas, que o bien resultan de un exceso de agregados tipo fertilizante que se depositan en el
suelo, lo que altera el equilibrio de nutrientes, por otro lado, también causa un impacto
significativo medioambiental en la contaminacion en el agua debido al uso de quimicos agricolas,
fertilizantes y lodos, practicas de gasificacion y deficiencias en los sistemas agricolas. Entre los
efectos identificados mas importantes de los pesticidas esta la reduccion de la actividad de las
enzimas del suelo, por lo que estas reacciones gue ocurren naturalmente se interrumpen y alteran,

afectando en gran medida la microbiota y la actividad microbiana (Castro, 2023: pag. 58).

Los pesticidas se consideran contaminantes que tienen un impacto significativo en el suelo porque
son sustancias formadas por compuestos toxicos que han sido introducidos deliberadamente en el
medio ambiente para controlar plagas y enfermedades de las plantas. Pueden acumularse en el
suelo o filtrarse al agua subterranea o evaporarse y re depositarse en el suelo, afectando la
biodiversidad de este recurso natural debido a su baja selectividad y participacién en la cadena

alimentaria (Morante , 2022: pag.8).

Estos productos poseen un impacto ambiental en el ecosistema del suelo afectando directamente
a los microorganismos y su actividad denotando como consecuencia modificaciones drasticas en
los procesos biolégicos los mismo que son vitales para la fertilidad y produccion de productos

agricolas (1zquierdo, 2017: pag.10).

2.15. Efecto de los plaguicidas en la respiracion del suelo

El usar en exceso los plaguicidas, trae un sinnimero de problemas como: la erosion del suelo, la
pérdida de la biodiversidad, el agotamiento de los agroecosistemas y que se vuelvan vulnerables
a ciertas plagas, todo esto se da, debido a la mala aplicacion directa en los cultivos agricolas, a
los derrames accidentales en el suelo (Espinoza, 2003). Al contaminar el agua, se afecta diversos

sistemas bioldgicos, y al tratar de darle un saneamiento adecuado este puede tomar mucho tiempo
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y correr el riesgo de que exista una bioacumulacion. Al momento de que los plaguicidas entran
en contacto con el agua de tierras agricolas, incluyen factores como: la volatilizacion del

compuesto y las transformaciones sufridas por procesos fisicos, quimicos y fotoquimicos (Santillan,
2017).
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Figura 2. Trayectons de transporte de los plaguicices ea el medio amdiente. Fuente: FAD. 2000
llustracién 2-4: Trayectoria de transporte de los plaguicidas en

el Medio Ambiente.
Fuente: (FAO, 2000 p,5).

La dispersion de plaguicidas en forma liquida o en polvo para exterminar las plagas es hoy en dia
una practica aceptada por muchos paises a nivel global. Los insecticidas suelen dispersarse en el
aire para combatir los insectos voladores, aunque en ciertos casos los ingredientes activos de
dichos productos sélo actuan después de depositarse en objetos fijos, como la vegetacion, donde
pueden entrar en contacto con los insectos. En estos casos el aire se contamina deliberadamente
con uno o varios productos cuyas propiedades nocivas se conocen y que también pueden ser
toxicos para el hombre contaminando toda la biota del suelo desgastando aquellos nutrientes

positivos para la agricultura (Puerto, Suarez y Palacio, 2014: pag.380).

También es importante evaluar el grado de contaminacion en la respiracion del suelo provocado
por la presencia de pesticidas, ya que pueden ser absorbidos por los alimentos destinados al
consumo final, pudiendo algunos durar entre 5y 30 afios, como es el caso del DDT. Por ejemplo,
en el ganado vacuno, los residuos de pesticidas se transfieren del suelo al alimento y finalmente
a los animales, acumulandose en la grasa y aumentando asi la concentracion de residuos

persistentes en la carne y la leche (Meliza et al. 2023: pag.33).

Cuando se aplica un pesticida a los cultivos, sélo el 1% de la cantidad total alcanza el "objetivo"

y alrededor del 25% permanece en las hojas, el 30% en el suelo y el 44% restante se libera
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directamente a la atmosfera o a los cuerpos de agua. escurriendo y remojando, provocando una
contaminacién corrosiva dependiendo de la toxicidad de cada pesticida aplicado en el cultivo

durante toda su etapa fenoldgica (Avila, 2020: pag.22)

2.16. Tipos de plaguicidas utilizados en el cultivo de papa

Los plaguicidas son productos quimicos utilizados para controlar plagas (insectos, &caros,
hongos, bacterias, virus, nematodos, caracoles, roedores y malezas) que afectan los
cultivos. En muchos casos, el uso de pesticidas no es necesario y puede ser sustituido por otros
métodos de control basados en métodos de manejo integrado de plagas. En la
agricultura tradicional, desempefian un papel clave para lograr y mantener una alta productividad
y rentabilidad. Sin embargo, en los paises en desarrollo con pequefios agricultores, el uso

de pesticidas (Villacrés, 2022:pag.21).

Fuente: (Corterva, 2018: pag.1-3).

Es un plaguicida que controla la lancha del papa conocido como el tizén tardio (Phytophthora
infestans). Combina los mecanismos de accién del fluatsinam (un fungicida de contacto
multifuncional) y el dimetomorf (un fungicida sistémico que destruye la pared celular del
patgeno). Su doble mecanismo de accion lo hace muy eficaz contra Phytophthora infestans y es
eficaz durante todo el ciclo fungico: desde la formacién de esporas hasta causar grandes dafios a la
salud y al medio ambiente. (Lucero, 2018: pag.12).
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llustracién 2-6. Carbofuran
Fuente: (Corterva, 2018: ppéag.1-3).

Sirve para controlar al gusano blanco (Premnotrypes vorax) y plagas del follaje. Constituyen 47%
y el 43% son muy toxicos y su uso esta limitado en los paises del norte debido a su alta toxicidad
y facil absorcion. La exposicidn a estos pesticidas se ha relacionado con enfermedades genéticas
y reproductivas, varios tipos de cancer, erupciones cutaneas y otros problemas de la piel y
enfermedades neuroldgicas. En el caso de Carchi, los investigadores especulan que la alta tasa de
suicidio también puede estar relacionada con trastornos del estado de animo provocados por la

exposicion a pesticidas (Yanggen, Crissman y Espinosa, 2022: pég.12).

llustracién 2-7. Fontelis

Fuente: (Corterva, 2018: pag.1-3).

Es fungicida que permite controlar la costa negra (Rhizoctonia solani) de la papa, genera la
formacion de tubérculos deformes con protuberancias y costras negras que disminuyen
significativamente su calidad. afectan los estolones o brotes del tubérculo causando manchas y
chancros de color café - rojizo, y pueden causar la muerte de los puntos de crecimiento (Coterva.

2018: pag.3).
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llustracion 2-8. Pirecris

Fuente: (Corterva, 2018: ppag.1-3)

Es insecticida que combate la mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum), formulado con base en
el ingrediente activo sulfoxaflor, pertenece a la nueva familia de insecticidas denominada
sulfoxaminas. Los insectos tratados con este producto muestran sintomas de excitacion
(temblores) seguidos de paralisis y finalmente mueren poco tiempo después (Coterva, 2018: pag.1).

2.17. Plagas dificiles de controlar en cultivo de papa en zonas altas

2.17.1. “Gusano blanco” Premnotrypes vorax
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lustracion 2-9. Ciclo bioldgico del gusano blanco
(Premnotrypes vorax).
Fuente: (Huarca, 2012: pag.6).

El gusano blanco es una plaga que se propaga por toda Sudamérica desde los 2.500 a los 4.700
metros sobre el nivel del mar. Un gorgojo adulto no puede volar, pero camina rapidamente, come
hojas, pero el dafio causado hasta este momento no es significativo. La etapa larvaria es la mas
dafiina, emergen de los huevos y, hundiéndose en la madriguera, permanecen cerca del lugar de

formacién de los tubérculos, donde crean agujeros profundos e irregulares. Solo se reproduce
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como adulto y no puede hacerlo como larva, por lo que es importante buscar adultos en las plantas.
Las hembras ponen un promedio de 3-21 huevos cada 3-5 dias, por lo que pueden liberar un total

de aproximadamente 260 huevos en sus 280 dias de vida (Pefia , 2018: pag.8).

Es considerado como una de las plagas mas importantes en Ecuador debido al costo econdmico
que conlleva su control, esta plaga se encuentra principalmente en las zonas andinas, dura entre
134y 280 dias y los dafios los provocan los adultos comiendo las hojas del tercio medio e inferior
de la planta y las larvas atacando los tubérculos, lo que puede provocar la pérdida total de la

cosecha (Lépez et al. 2017: pag.93).

2.17.1.1. Comportamiento

e El gusano blanco (Premnotrypes vorax) aparece entre 45 y 45 dias después de la preparacion
del suelo y entre 30 y 90 dias después de la cosecha.

e Un individuo adulto se desplaza de noche por el campo en busca de alimento, y durante el dia
se esconde debajo de los arbustos, la hojarasca, los lugares himedos y la base de las plantas.

¢ El macho busca a su pareja por la noche, y la hembra reconoce la guarida debajo de rastrojos
(Constante 2023: pag.14).

2.17.1.2. Dafio

La hembra pone sus huevos alrededor de los tallos y lechos de las plantas. Cuando las larvas
eclosionan, se adentran en el suelo en busca de alimento y raices, donde excavan y forman
galerias. Cuando la larva ha completado su ciclo sale del tubérculo y duerme en el suelo, luego
completa su desarrollo bajo tierra, el adulto crece en la superficie del suelo, en suelo seco puede
estar sin alimento hasta por 3 meses, para un adulto En las noches recorre los campos buscando
alimento, por ejemplo las hojas de la planta bordean causando dafios en forma de media luna de

3-4 mm, también hace pequefios agujeros alrededor del tallo y si no tiene otra fuente (Constante
2023: pag.14).

33



2.17.2. “Minador de hoja” Liriomyza sp

lHustracion 2-10: Etapas del Minador de hoja Huevo (A), larva (B), pupa (C) y adulto (D)
Fuente: (Mujica et al. 2016: pag.127).

Los sintomas de esta plaga son de enrollamiento de las hojas, coloracion parpura o amarillamiento
de las hojas, formacidn de tubérculos aéreos y senescencia temprana, se han observado en zonas
paperas de la provincia ecuatoriana del Carchi desde el 2013. Los agricultures estiman que este
problema produjo pérdidas en rendimiento de mas del 50 % en la var. Superchola. De acuerdo a
la literatura, estos sintomas podrian corresponder a punta morada de la papa causada por
fitoplasma y reportada en varios paises (Villasagua , 2023: pag.9).

2.17.2.1. Ciclo de vida

Hay dos etapas en su ciclo de vida durante las cuales causa dafios directos al cultivo: primero,
cuando la hembra pone un huevo en la superficie de la hoja, del cual emerge la larva al cabo de
3-6 dias, dependiendo de la estacion y la temperatura. En la segunda etapa, las larvas se alimentan
del interior de las hojas con ganchos cefalofaringeos caracteristicos de las larvas dipteras durante
unos 10-13 dias, cuando se forman galerias en el interior de las hojas. Estos dafios son notables
para la planta porque reducen su capacidad fotosintética, y en el caso de los crisantemos, para su
exportacion se deben retirar hojas con "minas" o galerias hechas por orugas mineras Y,

dependiendo del pais de destino, pautas estrictas para su extraction (Davalos , 2021: pag.12).

2.17.2.2. Dafios

Las larvas crean galerias excavadas que reducen la capacidad de las hojas para realizar la
fotosintesis, provocando la descomposicidn de las hojas y permitiendo la entrada de patégenos
vegetales. Estas orugas provocan hoyos permanentes lineales o irregulares en las hojas verdosas
0 blancas. Si la poblacion de estos insectos es demasiado grande, pueden desestabilizar hojas
enteras y dar la impresion de haber sido quemadas por el fuego. Ademas, provocan el

marchitamiento y la caida temprana de las hojas (Duefias, 2022: pag.11).
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2.17.3. “Pulgon de la papa” (Aulacorthum solani)

-

llustracion 2-11. Aulacorthum solani
Fuente: (Robledo, 2019: pag.132).

Es una especie altamente polifaga, capaz de causar dafio directo al alimentarse de la savia obtenida
a través de su aparato bucal chupador de aguijon. Ademas, la inyeccién de saliva venenosa

provoca decoloracion y deformacion de las hojas (Tacaliti et al. 2020:pag.16).

2.17.3.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de los pulgones es complejo; los adultos pueden tener 0 no alas y venir en una
amplia variedad de colores. Si la reproduccidn es asexual, los jovenes pulgones nacen como ninfas
desarrolladas, que inmediatamente comienzan a alimentarse de la savia de la planta y crecen
rapidamente. Si la reproduccion es sexual, los pulgones ponen huevos que pasan el invierno. La
reproduccion en invernaderos también se produce mediante partenogénesis, donde las hembras
vivas no fertilizadas continGan produciendo nuevas generaciones de hembras. Los pulgones
mudan cuatro veces antes de convertirse en adultos; cuando pierden su piel blanca, revelan su
existencia en la cosecha. Las hembras aladas son de color amarillo verdoso con cabeza marrén y
torax oscuro, vientre oscuro con franjas horizontales de claras a oscuras. Forma del cuerpo similar

a la de las hembras sin alas, pero de 2,0 a 3,0 mm de largo (Ramirez, 2022: pag.16).

2.17.3.2. Dafo

También conocidos como piojos de las verduras, pueden atacar cualquier verdura. Se alimentan
perforando las hojas y chupando el jugo. Como resultado, las hojas se curvan y encogen; Continta
el marchitamiento y decoloracién de las hojas. El dafio ocurre con mayor frecuencia en las hojas

jévenes en el centro de la planta. Su efecto reduce la calidad y cantidad de frutos. Las plantas
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gravemente infectadas se vuelven marrones y mueren. Los pulgones se propagan rapidamente de

un campo a otro y propagan varias enfermedades virales (Chonillo, 2021: pag.12).

2.18. Degradacion del suelo por uso intensivo de plaguicidas

La desnitrificacion es una consecuencia del uso excesivo de productos quimicos en el suelo, que
provoca la conversion de nitratos y nitritos en 6xidos de nitrégeno, lo que supone la formacion de
un gas muy peligroso en la atmdsfera, y es que es un gas inerte. El efecto invernadero, la
amonificacion, las reacciones redox y la metanogénesis contaminan el medio ambiente y la salud

humana (Cuesta, 2023: ppag.7-8).

El transporte de productos contaminantes desde el suelo es realizado por todos los que nos
dedicamos a la agricultura y no consideramos las consecuencias que provocan los sistemas
abidticos y bioticos. Las moléculas de pesticidas interactiian y cambian el comportamiento de
intercambio catidnico con el pH del suelo porque las particulas del suelo, especialmente la arcilla

y la materia organica, colocan otras moléculas alli (Torri, 2015: ppag.3-4).

También se debe tener en cuenta que la degradacion se produce por la acumulacion de metales
pesados en suelos agricolas que provienen de agroquimicos que contienen componentes que
cambian cuando entran en contacto con el suelo, luego cambian y son absorbidos por las plantas,

y esto se crea por absorcion de las raices. presencia de estos factores nocivos y nocivos , (Izquierdo,
2017: pég.8)

Muchos plaguicidas se disipan rapidamente en los suelos. Se trata de un proceso de mineralizacion
y el resultado es la conversion del plaguicida en compuestos méas simples, como H,0, CO,, NH;
Si bien parte de este proceso es resultado de reacciones quimicas, por ejemplo, hidrdlisis y
fotolisis, el principal instrumento de mineralizacion es el metabolismo y catabolismo
microbioldgico. EI microbiota del suelo utiliza los plaguicidas como fuente de carbono y otros
nutrientes. Algunos productos quimicos, por ejemplo, el (2,4-D) se descomponen muy
rapidamente en el suelo, mientras que otros resisten durante mas tiempo (2,4,5-T). Algunos

productos quimicos son muy persistentes y tardan mucho tiempo en descomponerse (atrazina)"
(Rios, 2018)
2.19. Clasificacion de los plaguicidas

Los plaguicidas se pueden clasificar segun:
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. El tipo de organismo que se desea controlar: Insecticidas, acaricidas, fungicidas, herbicidas,
nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, avicidas.

. Grupo quimico del principio activo: Compuesto organofosforados, compuestos carbamatos,
compuesto organoclorados, piretroides, derivados de la cumarina, derivados del
cloronitrofenol, compuestos organomercuriales, entre otros.

. Su persistencia al medio ambiente: Persistentes, poco persistentes, no persistentes.

. Su toxicidad aguda (O.M.S.): Esta se basa principalmente en la toxicidad por via oral en ratas
y ratones. Usualmente la dosis se registra como el valorDL50 (Dosis Letal Media) que es la
dosis requerida para matar 50% de la poblacion de animales de pruebay se expresa en términos

de mg/kg del peso del cuerpo del animal.

Tabla 2-2. Clasificacion de los plaguicidas segln su toxicidad aguda expresada en DL50

Clase Por via oral Por via dérmica
Solidos Liquidos Solidos Liquidos
la Sumamente toxico 5 0 menos 20 0 menos 10 0 menos 40 0 menos
Ib Muy toxico 5-50 20-200 10-100 40-400
I Moderadamente  50-500 200-2000 100-1000 400-4000
toxico
111 Poco toxico Mas de 500 Més de 2000 Masde 1000 Mas de 4000

Fuente: Rios, 2018

37



CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1.  Caracteristicas del lugar
La comunidad de Utufiag tiene un alto impacto sobre el recurso suelo en las zonas de produccion
en la utilizacion de insumos quimicos con una intensidad media con una persistencia temporal las
mismas que tienen posibles afectaciones sobre el recurso suelo en sus propiedades fisicas,
quimicas (GADPenipe 2020, pag. 317).
3.1.1. Ubicacion geografica del area de estudio
El trabajo se realiz en la comunidad Utufiag situada en la Parroquia el Altar perteneciente al

Cantdn Penipe en la Provincia de Chimborazo, tiene una altitud de 3152 m.s.n.m. Coordenadas
WGS84 Z17S -UTM: X (Este) 9828549 Y (Norte) 0778342 Z (GADPenipe 2020, pag. 317).

MAPA DE LOCALIZACION DE EL AREA DE ESTUDIO DE UTUNAG

0 150 240 330 420
1 1 L 1 1

") ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
4 DE CHIMBORAZO

ESCUELA DE RECURSOS
NATURALES RENOVABLES

refativa - Provincial

- Provincia de
Chimborazo

Ubicacion relativa - Cantonal

T
23

g_ 0 2% 50 100 150 200 .*
T T - T T
0 150 240 bl 220
Leyenda FUENTE SAS.PLANET
7
ki b s iadde SISTEMA DE COORDENADAS | WG584_17 S
AUTOR Angela Lara
Utuiag
MATERIA TIC

lustracion 3-1: Area de estudio

Fuente: SAS.PLANET (GADPenipe 2020, pag. 317).
Realizado por: Lara, A, 2024
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3.1.2. Localizacion del laboratorio

El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Fitopatologia y de Suelos de la Facultad
de Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), ubicado en

la Panamericana Sur km 1/2, Canton Riobamba, Provincia de Chimborazo, Ecuador (ESPOCH,
2023).

3.2. Materiales y equipos para el Laboratorio de Fitopatologia

3.2.1. Materiales de Campo

e Etiquetas adhesivas
¢ Fundas Ziploc

e Pala

e Balde

e Azadon

e Guantes

3.2.1.1. Equipos de campo

* GPS

e Camara fotogréfica

3.2.1.2. Materiales de laboratorio

e Cajas Petri (90 mm @)
e Parafilm
e Pipetas
e Tubos de ensayo (10 mL)
e Micropipeta (1000 uL)
e Gradilla
e VVasos de precipitacion (50 mLy 100 mL)
e Matraz Erlenmeyer (250 mL)
¢ Puntas de micropipetas (1000 pL)
e Marcador de vidrio
e Papel aluminio
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¢ Caja de putas de micropipetas (1000 pL)

e Placas porta y cubre objetos

3.2.1.3. Equipos de laboratorio

¢ Autoclave (BIOBASE BKQ-B100II)

e Cémara de flujo laminar vertical (BIOBASE BSC-1500I1A2-X)
e Incubadora (MEMMERT UN 30)

e Mechero de Bunsen

e Estereoscopio (COMECTA — IVYMEN 5313309)

e Cémara fotografica (CANNON)

¢ Agitador orbital (COMENTA-IVYMEN 5312096)

¢ Balanza de precision (RADWAG AS220.R2)

e Contador de Colonias

3.2.1.4. Reactivos e insumos

e NaCl

e Agua destilada estéril

e Papa Dextrose Agar al 3.9% (PDA Difco™)
e Agar-Nutritivo al 2.8% (Difco™)

e Alcohol antiséptico

e Lactoglicerol

3.2.1.5. Materiales y Equipo de oficina

e Computadora
¢ Hojas
e Lapiz
e Esfero

e Libreta

e Marcador de vidrio
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3.2.2. Materiales y equipos para el Laboratorio de Suelos

3.2.2.1. Materiales de laboratorio

o Parafilm

e Pipetas

e Frascos de vidrio transparentes con tapa de 100 mL
e Frascos de plasticos pequefios

e \Vasos de precipitacion (50 mL y 100 mL)

e Probetas

e Buretas

e Embudo

e Matraz aforado

3.2.2.2. Equipos de laboratorio

e Agitador magnético (STABLE TEMP 03407-00)
e Incubadora (MEMMERT UN 30)
e Balanza de precision (RADWAG AS220.R2)

3.2.2.3. Reactivos e insumos

¢ Hidrdxido de sodio en lentejuelas(gr)
e Cloruro de bario (gr)

e Acido clorhidrico concentrado (ml)

e Fenolftaleina (gr)

¢ Alcohol etilico 95-96% (ml)

3.3.  Metodologia
3.3.1. Determinacién de los plaguicidas en funcién de la aplicacion segun el ciclo fenoldgico
Para determinar la accion de los plaguicidas se realiz6 en funcion de la aplicacion segun el ciclo

fenoldgico hasta llegar a la floracion, plaguicida (nombre comercial e ingrediente activo) dosis y

frecuencia de aplicacion.
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Para el conteo de microorganismos y la respiracion del suelo se tomaron cinco muestras
compuestas de un suelo no intervenido a 10 y 20 cm de profundidad con la ayuda de una pala,
hasta obtener 1 kg de suelo. Los muestreos iniciales se hicieron antes de la aplicacion de los
plaguicidas y 2 dias después de la aplicacion de cada producto; las muestras fueron conservadas
en bolsas plasticas y llevadas al Laboratorio de Fitopatologia y de Suelos de la Facultad de

Recursos Naturales en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (Freire 2022).

La abundancia de los microorganismos fue medida por la técnica de dilucion seriada (UFC/g
suelo) en medios especificos para cada grupo microbiano, asi, los hongos en papa dextrosa-agar

y nutriente agar para bacterias (Freire 2022).

Para la respiracion del suelo se utilizd el método Basal que se basa en la incubacion de las
muestras en condiciones dptimas (24 horas a 25 °C ) en vasos herméticamente cerrados, donde el
€0, producido esta siendo absorbido por el hidréxido de sodio y para calcular la evolucién de

este CO, en la muestra se realiza una titulacién de &cido clorhidrico (Freire 2022).

llustracién 3-2: Proceso del Método Basal.
Realizado por: Lara, A, 2023.

Tabla 3-1: Fungicidas y dosis aplicados en la investigacion

MUESTRA FECHA TIPO DE ETIQUETA DOSIS
FUNGICIDA
M1 0 dias 0 0 0
M2 30 dias Bienzeb Azul 69 gramos
M3 45 dias Bienzeb Azul 69 gramos
M4 60 dias Donner Azul 92 gramos
M5 70 dias 0 0 0

Realizado por: Lara, A, 2023
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3.3.2. Obtencidn de las muestras de suelos de los tres cuadrantes del lugar de investigacién

Para la toma de muestras se utilizo el recorrido en zigzag, el cudl es un método sencillo, y

apropiado el que consiste en recolectar las submuestras en forma de Z (Mendoza y Espinoza 2017).

Con la ayuda de una pala en V se tomé submuestras con una profundidad de 20 cm de suelo no
intervenido y se coloco en un balde para posteriormente colocar la muestra en una funda ziploc y
se lo coloca en un cooler para que se mantenga fresco y transpdértalo al laboratorio, se realiz6 el

mismo procedimiento en los tres cuadrantes de 6x5 m?.

llustracion 3-3: Materiales para la toma de muestras del suelo.
Realizado por: Lara, A, 2023.

Para determinar la accidn de los plaguicidas se realizara en funcidn a la aplicacion segun el ciclo
fenoldgico hasta llegar a la floracion, plaguicida (nombre comercial e ingrediente activo) dosis y

frecuencias de aplicacion.

3.3.3. Aislamiento e identificacién del microbiota del suelo

El aislamiento se realiz6 mediante la técnica de diluciones seriadas y siembra en placa mediante
esparcimiento de la muestra de suelo para lo cual se detalla los procedimientos y materiales a

continuacion (Freire 2022)

3.3.3.1. Solucion salina

La solucion salina al 0,85 % fue preparada utilizando 2,13 g de cloruro de sodio en 250 mL de
agua destilada esterilizando en autoclave (BIOBASE BKQ-B100II) a 120 °C durante 60 min
aproximadamente, posteriormente se adicionaron cada uno de los suelos en una cantidad de 27,77

g en cada uno de los 250 mL de solucion salina, posteriormente se llevaron a agitacion en un
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agitador orbital (COMENTA-IVYMEN 5312096) a una temperatura de 25 °C, a 160 rpm por 24

horas (Freire 2022).

lHustracion 3-4: Agitador orbital.
Realizado por: Lara, A, 2023.

3.3.3.2. Blancos de dilucién

Los blancos de dilucion fueron preparados colocando 9 mL de agua destilada estéril en tubos de
ensayo, posteriormente se afiadié 1 mL de la solucidon madre para obtener una dilucion de 10-1,
10-2y 10-3.

3.3.3.3. Siembra de diluciones

Se sembraron cada una de las diluciones preparadas de los suelos de los diferentes cuadrantes en
medio de cultivo AN y PDA + Chloramphenicol, se sembraron 100 pL de la dilucion y se
expandio6 la misma con una espatula drigalsky, luego se sellaron las cajas con papel parafilm, se
etiquetaron, posteriormente se incubaron a 28 °C en condiciones de oscuridad por 8 dias. El
crecimiento de los hongos se monitoreo cada 24 h.
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llustracion 3-5: Siembra de diluciones

Realizado por: Lara, A, 2023.

3.3.3.4. Contador de Colonias

Se llevaron cada uno de los cultivos de las distintas muestras de las tres diluciones obtenidas y

con un marcador se sefiala cada colonia.

3.3.3.5. Caracterizacion cultural

La caracterizacion cultural permite evaluar mediante la observacion caracteristicas externas de
las colonias es asi que se evaluaron los criterios expuestos por Ramos, (2014) con algunas
caracteristicas especiales. Se evalu6 la forma (irregular, rizoide, filamentosa, circular,
puntiforme), el borde (rizado, filamentoso, crenado, ondulado, entero), la elevacion (efusa, plana,
rizada, convexa, umbonada), la superficie (rugosa, concéntrica, radial, ondulada, lisa) y el color

tanto del anverso como del reverso. El color se evalu6 mediante la escala de Pantone (Pantone,
2012).

3.3.3.6. Caracterizacién morfoldgica

Se realizd la identificacion de las caracteristicas morfolégicas de las bacterias y hongos

encontrados en la investigacion.
3.3.3.7. Placas con cinta adhesiva
Las placas con cinta adhesiva se realizaron siguiendo la metodologia de Estrada (2019), con algunas

caracteristicas:
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En la placa cubreobjetos se afiadié una gota de lactoglicerol, luego se tomd una porcion de cinta
adhesiva de los extremos, después se acercd la cinta hacia el cultivo con la parte pegante dirigida
hacia el hongo, luego con ayuda de un lapiz se presion6 suavemente sobre el cultivo posterior a
eso se retird la cintay se pego en la placa portaobjetos se esper6 unos segundos para luego colocar

la placa en el microscopio.

3.3.3.8. Anélisis de datos

Para la caracterizacion cultural se observo las caracteristicas fisicas de los microorganismos
fangicos se compard con bibliografia relacionada para determinar las similitudes con
microorganismos previamente ya encontrados. Para la caracterizacion morfoldgica se realizo
extraccion de los micelios con una gota de lactoglicerol en las placas con cinta adhesiva para
determinar el género al cual los microorganismos encontrados pertenecen clasificAndolos por
géneros. Se realiz6 una estadistica descriptiva en base los indices de Friedman utilizando el
programa InfoStat.

3.3.4. Aislamiento e identificacién de la respiracion del suelo

3.3.4.1. Preparacion de la muestra

Una vez tamizadas las muestras frescas de los diferentes cuadrantes estudiados se precedi6 a:

A. Limpieza de la muestra: Se realiz6 la eliminacion de impurezas como raices, tallos, piedras a

cada muestra antes de realizar el pesado correspondiente que influira en los resultados.

B. Sellado de la muestra: Una vez colocados los reactivos, pesada la muestra y colocadas en los
respectivos envases se procede a sellar con Parafilm y sus tapas correspondientes para cada
envase.

C. Incubacién de muestras: Las muestras son incubadas a 25°C

3.3.4.2. Método Basal

Se utilizd 20 g de suelo fresco a capacidad de campo y se colocd en un vaso pequefio de plastico

con orificios, este fue introducido en un frasco de vidrio (boca ancha) con 20 ml de (NaOH 0,05
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m). Finalmente, el frasco se sell6 herméticamente y fue llevado a la incubadora a 25 °C por un

periodo de uno y siete dias respectivamente.

Para el desarrollo del método Basal se realizaron 3 blancos por cada muestra de suelo para dia

unoy para dia siete.

Transcurrido este tiempo se procedid a realizar la titulacién, en donde se afiadié 2 ml de cloruro

de bario (BaCl, 0,5 M) esta mezcla se valor6 con acido clorhidrico (HCL 0,1 M)
3.3.5. Calculo de los resultados

100 )

-1p-1 _
MgCOzg h —(C—S*Z.Z*m

Donde:

C = Volumen gastado de HCI en el blanco

S = Volumen gastado de HCI en la muestra

2.2 = Factor de conversion (1ml de 0.1M HCI corresponde a 2,2 mg de CO,)
SW = Peso inicial en gramos (g).

100. %~1) = Factor de materia seca del suelo.
3.3.6. Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de Tukey

Subconjuntos homogéneos (p <0.05) para comparar las medidas y ver si existen estadisticas

significativas utilizando el programa Minitab.
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CAPITULO IV

4, MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Resultados y discusion del objetivo 1: Diagnosticar los plaguicidas que afectan el

microbiota y la respiracion del suelo.

El presente trabajo de investigacion presentd los siguientes resultados que detallamos a
continuacion en la (Tabla 4-1), donde se muestra los fungicidas mas comunes utilizados en el
cultivo de papa, desde la siembra hasta la floracion, los mismos que se aplicaron a los 30, 45, 60

dias respectivamente, asi mismo, se describe el principio activo.

Tabla 4-1: Cuadro resumen de los fungicidas utilizados

MUESTRA FECHA  TIPO DE PRINCIPIO ACTIVO
FUNGICIDA
M1 0 dias - -
M2 30 dias  Bienzeb Mancozeb 80% (800 gr/kg IA)
M3 45 dias ~ Bienzeb Mancozeb 80% (800 gr/kg 1A)
M4 60 dias  Donner Cymoxanil 80 KG +Mancozeb 640 /G KG
M5 70 dias - -

Realizado por: Lara A, 2024
Fuente: (Tridente 2019; Rainbow Agro Latam 2023; CHEMIE 2019; Gonzalez 2023; AGROTA 2019)

El suelo sin intervencion es nuestro testigo, a los 30 dias se realizé la primera aplicacion (M1)
el fungicida aplicado de Bienzeb, cuyo principio activo es el Mancozeb, es un fungicida de
contacto gque actla preventivamente, alterando las funciones de la membrana celular, inhibiendo

la respiracion de los hongos (CASAFE 2009).

A los 45 dias se realizo la segunda aplicacion (M2) se volvio aplicar Bienzeb y a los 60 dias se
realizo la tercera aplicacion (M3), Donner dentro de su principio activo se encuentra al Cymoxanil
80 KG +Mancozeb 640 G/ KG , inhibe la enzima succinato e hidrogenasa, que afecta la
respiracién de los hongos, sumado a la accion multisitio del Mancozeb, que afecta la respiracién

mitocondrial, inhibiendo la enzima succinato ubiquinona reductasa. (CAPEAGRO 2005)
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4.2. Resultados y discusion del objetivo 2: Identificar los hongos y bacterias presentes en el
suelo de la comunidad Utufiag del cantdn Penipe provincia de Chimborazo hasta el

periodo de floracion del cultivo de papa.

Tabla 4-2: Microorganismos identificados
en los laboratorios

Microorganismos identificados

Penicillium
Beauveria
Aspergillus
Trichoderma
Mucor
Fusarium
Acremonium
Chaetomium

Clonostachys

Realizado por: Lara A, 2024

En la tabla 4-2 se indica las bacterias y hongos identificados en la investigacion, su
reconocimiento se realizé en el laboratorio de fitopatologia y suelos. En este analisis se logrd

identificar 9 especies de hongos y 11 tipos de bacterias.

Para la enumeracion de bacterias y hongos se baso en la cuantificacion de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) por ml o g de muestra. Fue ejecutada la cuantificacion después de 8 dias de
inoculacion y divisada en el contador de colonias, utilizando la siguiente formula:

UFC=# Colonias contadas x 1 mL x Inverso de la dilucién (Arana, Orrufio y Barcina, 2010)

Tabla 4-3: Cuadro resumen de microorganismos encontrados en el medio AN
UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE BACTERIAS

MUESTRAS DILUCIONES REPETICIONES (R)
P1 P2 P3

1071 1430 845 650

M1 1072 520 195 260
1072 130 65 65

M2 1071 260 65 325
1072 130 65 65
1072 65 0 65

M3 1071 130 130 195
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1072 65 65 65

1072 65 0 65
1071 65 260 195
M4 1072 390 130 65
1072 195 65 65
1071 325 1430 845
M5 10~2 130 325 390
1072 195 65 65

AN; Agar Nutriente
Realizado por: Lara A, 2024

En la tabla 4-3 se determind las colonias de los microorganismos identificados de acuerdo a cada
etapa, tres parcelas definidas y diluciones respectivas, lo que se obtuvo valores para la solucion
1071, 1072 y 103 contabilizando desde 0 a 1430 colonias de bacterias, examinados de acuerdo a

cada parcela como se muestra en la tabla.

Los organismos del suelo se encuentran organizados en diferentes niveles troficos de una cadena
alimenticia de manera que si algun eslabdn es afectado estos se ven obligados a alterarse ya que
estan estrechamente relacionados. Sin embargo, la acelerada pérdida de materia orgéanica que
estan experimentando los suelos agricolas debido a las intensivas practicas de produccion y el uso
indiscriminado de sustancias quimicas ha propiciado una drastica disminucion de
microorganismo.

Es asi como se puede presenciar en la (Tabla 4-3) que existe una disminucion del nimero de

bacterias debido a que estas son saprofitas y se alimentan de hongos

Tabla 4-4. Cuadro resumen de microorganismos encontrados en medio PDA

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE HONGOS
REPETICIONES ®

MUESTRAS DILUCIONES P1 P2 P3
101 180 1625 1105
M1 1072 900 780 260
1073 4000 7000 1000
M2 101 120 90 30
102 100 0 0
1073 0 0 0
M3 1071 9 10 80
1072 100 0 0
1073 0 0 0
1071 10 140 0
M4 1072 0 100 0
1073 0 0 0
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M5 1071 0 230 40

PDA; Agar Papa Dextrosa
Realizado por: Lara A, 2024

En la tabla 4-4 se visualiza los valores obtenidos para las 3 diluciones aplicadas, mismos que nos

indica la fluctuacién de las colonias de hongos en cada uno de los muestreos.

Podemos probar que las aplicaciones de los pesticidas generaron impacto sobre las poblaciones
de hongos, es asi que el muestreo 4 nos permite evidenciar una baja presencia de individuos, cabe
sefialar que debido a las condiciones ambientales no se realiz6 aplicaciones fitosanitarias a los 70

dias, demostrando que el mecanismo de accién de los fungicidas permanece en el tiempo.

Tabla 4-5: Total de hongos y bacterias
TOTAL DE MICROORGANISMOS ENCONTRADOS

MUESTRAS BACTERIAS % HONGOS %
M1 4160 37,21 16850 93,66
M2 1040 9,30 340 1,89
M3 780 6,98 280 1,56
M4 1430 12,79 250 1,39
M5 3770 33,72 270 1,50
SUBTOTAL 11180 17990

TOTAL 29170

Realizado por: Lara A, 2024

En la tabla 4-5 se puede observar claramente el total de microorganismos encontrados en todo el
trabajo de investigacion dando como resultado el total de 29170 donde el porcentaje més alto en
bacterias encontrados es en la muestra sin perturbaciones tanto en bacterias con un con un
porcentaje de 37,21% y en hongos con el 93,66% a comparacion cuando se aplicé los fungicidas

se pudo observar apenas un 1,50%.
Cuando se emplean los pesticidas en el cultivo de papa dentro de las aplicaciones mayormente se
realiza el control para hongos donde se utiliza los fungicidas, por esta razén el nimero de hongos

estan en menor proporcion que las bacterias.

4.2.1. Especies de Hongos encontrados en el Laboratorio de Fitopatologia
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4.2.1.1. Especie 1: Beauveria bassiana

Las colonias de hongos del Especie_1 crecidos en medio de cultivo PDA a una temperatura de 28
°C en condiciones de oscuridad presentaron forma circular, elevacién umbilicada, plano y
convexa, borde entero, superficie plana, elevacion umbilicada; el color observado en el anverso
de la colonia fue un tono blanco y en el reverso de la colonia fue un café amarillo palido (Tabla
4-6).

Tabla 4-6: Caracteristicas culturales de las cepas del género Beauveria bassiana.

Muestra Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
El Circular Umbilicado  Entero Rugosa Blanco Amarillo
palido
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024

De esta manera se observa en la siguiente ilustracién algunas caracteristicas de los medios de

cultivos desarrollados:

llustracion 4-1: Caracteristicas culturales de las
cepas del género Beauveria

bassiana
Realizado por: Lara A, 2024
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Sus esporas reconocen la cubierta del insecto plaga penetrando en su interior, dentro del cual
liberan sustancias que lo digieren y lo destruyen. Si las condiciones ambientales son adecuadas el
hongo produce nuevas esporas en el exterior del insecto muerto. Aunque el hongo actta desde el

inicio del tratamiento, su efectividad se observa a partir del 4° dia (Martinez Alba, Arriola Mosqueda y
Sahagun, 2015).

llustracion 4-2: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas del género

Beauveria bassiana.
Realizado por: Lara A, 2024

Los hongos entomopatdgenos actlan por contacto en los diferentes estadios de los insectos plaga.
Es de apariencia polvosa, de color blanco algodonoso o amarillento cremoso. El ciclo de vida de
este hongo consta de dos fases: la patogénica y la saprofitica (INTAGRI 2016).

El hongo Beauveria bassiana es considerado uno de los agentes de control biolégico con mejor
eficiencia en el sector agricola. ElI uso masivo de hongos entomopatégenos como Beauveria
bassiana producidos en sustratos naturales para el control de hormigas cortadoras del género Atta
sppag. tiene un gran potencial de disminuir la cantidad de plaguicidas quimicas aplicadas en la

agricultura (Chiriboga, Gomez B. y Garces E. 2015).
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4.2.1.2. Especie_2: Clonostachys sp

Las colonias de hongos de la Especie_2 crecidos en medio de cultivo PDA a una temperatura de
28 °C en condiciones de oscuridad presentaron forma filamentosa, elevacién convexa, borde
filamentoso, superficie rugosa, que varian entre un color beige y blanco; elevacidn convexa; el
color observado en el anverso de la colonia fue un tono gris y en el reverso de la colonia fue un

color blanco.

Tabla 4-3: Caracteristicas culturales de las cepas del género Clonostachys spag.

Especie Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
El Filamentosa Convexo Filamentosa Rugosa Gris Blanco
El Filamentosa Umbilicado  Filamentosa Rugosa Blanco Amarillo
palido
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024

En la ilustracion 4-7 se muestra las cepas del género y crecieron en el medio de cultivo PDA

incubados a 25°C en condiciones de oscuridad, con 10 dias de edad. Muestra 2 (b).

El hongo Clonostachys sppdag., conocido por su capacidad antifingica, y accion micoparasitica
contra patogenos, produce una amplia variedad de compuestos organicos volatiles (Garcia Avila
etal. 2018). (llustracion 4.7) Clonostachys sp pertenece al filo Ascomycota (Familia:
Bionectriaceae) y su teleomorfo es Bionectria ochroleuca; Clonostachys sp es un saprofito
micoparasito cosmopolita que en ciertos hospederos puede permanecer por periodos prolongados
dentro de sus tejidos (actuando como enddfito) o creciendo epifiticamente (Mufioz Diaz y Vega Diaz
2016).
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llustracion 4-3: Caracteristicas culturales

de las cepas del género

Clonostachys spég.
Realizado por: Lara A, 2024

lustracion 4-4: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de género

Clonostachys spég.
Realizado por: Lara A, 2024

En cada ilustracion se puede identificar los diferentes rasgos del organismo que existe en el medio

de cultivo y a través del microscopio.

Los cultivos de Clonostachys sp son de color blanco a salmén pélido, el micelio es de aspecto
tomentoso a granuloso, como resultado de la formacion de conidioforos con masas de conidias,

los que siempre son mas abundantes en el centro que en los margenes de la colonia (Mufioz Diaz y
Vega Diaz 2016).

Clonostachys es un hongo sapréfito y micoparasitico que acta aparentemente como un
descomponedor secundario capaz de nutrirse de tejido necrosado vegetal, asi como de otros
hongos descomponedores del género. Presenta diversos mecanismos de accion como controlador

como son la competencia, micoparasitismo y antibiosis (FAO 2020).

4.2.1.3. Especie_3: Chaetomium spag.

Las colonias de hongos del Especie_3 crecidos en medio de cultivo PDA a una temperatura de 28
°C en condiciones de oscuridad presentaron forma filamentosa, elevacién convexa, borde
filamentoso, superficie rugosa, que varian entre un color beige y blanco; elevacion convexa; el
color observado en el anverso de la colonia fue un tono gris y en el reverso de la colonia fue un

color blanco.
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Tabla 4-4: Caracteristicas culturales de las cepas del género Chaetomium spag.

Muestra Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
E3 Filamentosa Convexo Filamentosa Rugosa Blanco Blanco
E3 Filamentosa Umbilicado Filamentosa Rugosa Blanco Beige
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024

El género Chaetomium comprende hongos saprofitos del suelo, ambientales, pertenecientes a la

division Ascomycota, familia Chaetomiaceae. Pueden causar infecciones superficiales o

diseminadas e incluso comprometer el sistema nervioso central (SNC). El traumatismo o la

inhalacion de esporas son la principal puerta de entrada. La infeccion invasiva por especies de

Chaetomium se ha observado en pacientes con enfermedades onco-hematoldgicas,

inmunosupresion post-trasplante o usuarios de drogas endovenosas (Aranda et al. 2022).

Conocido por su habilidad en la destruccién de los nutrientes y substratos complejos tales como

la madera almacenada, yute y otras fibras naturales utilizando celulosa y lignina como fuentes de

carbono (Campos y Rosell6 1998).

llustracion 4-5: Caracteristicas culturales

de las cepas del género

Chaetomium spég.
Realizado por: Lara A, 2023
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Los hongos del género Chaetomium, es un hongo dematiaceo y comprende hongos saprofitos del
suelo y medio ambiente, son ascomicetos citados como antagonistas frente a diversos hongos

patdgenos (Campos y Roseli6 2003).

llustracion 4-6: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de
género Chaetomium spég.

Morfotipo 3 (c1. c1?).
Realizado por: Lara A, 2023

4.2.1.4. Especie_4: Mucor spéag.

Las colonias de hongos del Especie_4 Mucor spag. crecidos en medio de cultivo PDA a una
temperatura de 28 °C en condiciones de oscuridad presentaron forma circular, filamentosa,
elevacion plana, umbilicada, umbeiforme, borde entero, filamentoso, superficie plana, rugosa,
irregular, superficie radial, elevacion plana; el color observado en el anverso de la colonia fue un
tono verdoso y en el reverso de la colonia fue un café palido Mucor sppag. son de réapido
crecimiento en el medio de cultivo, produciendo esporangios en esporangiéforos globosos,
solitarios o ramificados. Los esporangios contienen toda la columela y esporas, pudiendo ser
delicuescentes (en disolucion). Los esporangios tienen una pared delgada que, cuando madura se
rompe irregularmente para liberar esporangiosporas redondas o elipsoidales (4 a 8 um de
didametro). Con las esporas dispersas, la columela que llevaba los esporangios es visible, dejando

a veces un collar en la base del esporangio (Iglesias Osores 2020).

Tabla 4-5: Caracteristicas culturales de las cepas del género Mucor spag.

Especie Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
E4 Circular Plano Entero Plano Blanco Blanco
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024
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Los mucorales son principalmente hongos saprofiticos que habitan suelo y en plantas en

descomposicién. Durante la reproduccion sexual, las cepas compatibles forman hifas cortas y

especializadas llamadas gametangios. En el punto donde se fusionan dos gametangios

complementarios, se desarrolla un zigosporangio esférico de paredes gruesas (Cruz Lachica et al.,

2017).

AW
lHustracion 4-7: Caracteristicas morfoldgic

spag. Morfotipo 4 (d11. d'?).

Realizado por: Lara A, 2024

4.2.1.5. Especies_5: Aspergillus flavus

as de las cepas de género Mucor

Las colonias de hongos de la Especie_5, las mismas que corresponde Aspergillus flavus. crecidos

en medio de cultivo PDA a una temperatura de 28 °C en condiciones de oscuridad presentaron

forma circular, elevacion convexa, borde entero, superficie plana; el color observado en el anverso

de la colonia fue un tono verde olivo y en el reverso de la colonia fue blanco.

Tabla 4-6: Caracteristicas culturales de las cepas del género Aspergillus flavus

Especie Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
E5 Circular Convexa Entero Plano Verde olivo Blanco
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024
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llustracidn 4-8: Caracteristicas cultura de las

cepas del género Aspergillus

flavus.
Realizado por: Lara A, 2024

En la ilustracion muestra el género del filo en un medio de cultivo PDA incubados a 25°C en

condiciones de oscuridad, con 10 dias de edad Especie 5 (e?).

Aspergillus flavus es un hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente al filo Ascomycota.
Se encuentra formado por hifas hialinas septadas y puede tener reproduccion sexual (con
formacion de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (con formacién de conidios) (Rangel
Mufioz etal. 2020). Los principales mecanismos de accién identificados en una inhibicion del
crecimiento de colonias de hongos del género Aspergillus patégenos fueron el micoparasitismo,

la antibiosis y la competencia (INSST 2021).

Segun Pildain etal. (2005) es un hongo frecuentemente asociado con productos vegetales
particularmente mani, maiz, algodon y nueces, cultivados en areas de clima tropical y subtropical.
Su importancia radica en su habilidad para producir aflatoxinas, metabolitos secundarios que se

encuentran entre los hepatocancerigenos naturales mas potentes.
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llustracion 4-9: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de género

Aspergillus flavus.. . Especie 5 (el1. e1?).
Realizado por: Lara A, 2024

4.2.1.6. Especie_5.1: Aspergillus niger

Las colonias de hongos de la Especie_5.1, las mismas que corresponde Aspergillus niger. crecidos
en medio de cultivo PDA a una temperatura de 28 °C en condiciones de oscuridad presentaron
forma circular, elevacion convexa, borde entero, superficie plana; color anverso verde obscuro y

color reverso blanco.

Tabla 4-7: Caracteristicas culturales de las cepas del género Aspergillus niger

Morf, Forma Elevacién Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
E5.1 Circular Convexa Entero Plano Verde Blanco
obscuro
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2023

Aspergillus niger es un hongo que produce un moho negro en vegetales muy comun en la lechuga,
el tomate o la acelga. Es una de las especies mas corrientes del género Aspergillus. EI hongo
Aspergillus niger (A. niger) produce diversos compuestos de gran interés para las industrias
farmacéutica y de alimentos (enzimas, acidos organicos), y es el principal productor de &cido
citrico a nivel industrial por cultivo liquido. Se ha observado que se obtiene un alto rendimiento
de &cido citrico cuando existe una alta acumulacién de este en el micelio, que puede estar asociada
con una alta concentracion de glucosa y de oxigeno disuelto en el medio liquido (Reyes Ocampo,

Gonzélez Brambilay Lépez Isunza 2013).

Se destaca el potencial biotecnoldgico del género Aspergillus como un microorganismo de gran
importancia en la produccion de moléculas y enzimas de interés cientifico, farmacéutico, para la

industria en general y de alimentos en particular; estos liberan proteinas Unicas en diferentes
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procesos metabdlicos, no encontradas en otros hongos del género. Por ello, han sido empleados
como fuente de enzimas industriales, tales como a-amilasas, celulasas y pectinasas, usadas en la
industria alimenticia desde la década de 1960 (Gomez, Arboleda y Mosquera 2021).

llustracién 4-10: Caracteristicas morfoldgicas de
las cepas de género Aspergillus

niger. Especie 5.1 (e??).
Realizado por: Lara A, 2023

4.2.1.7. Especie_6: Thichoderma spag.

Tabla 4-8: Caracteristicas culturales de las cepas del género Thichoderma spég.

Especie Forma Elevacion Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
E6 Filamentosa Umbilicado  Entero Lisa Blanco Blanco

E; Especie

Realizado por: Lara A, 2023

Crecidos en el medio de cultivo PDA incubados a 25°C en condiciones de oscuridad, con 10 dias
de edad. Especie 6 (f1).

Las especie de Trichoderma predominan en ecosistemas terrestres (bosques o suelos agricolas),
tienen bajo requerimientos son filamentosos anamorficos, heterétrofos, aerobios, con una pared
celular compuesta por quitina, de un crecimiento rapido que puede emplear una gran variedad de
sustratos complejos como celulosa, quitina, pectina y almidon como fuente de carbono, ademas
presentan micelio septado, conidias generalmente ovaladas, conidiéforo hialino no verticilado,
fialides singulares o en grupos, conidias unicelulares coloreadas, la colonia muestra un color

blanguecino en los primero dias para luego tornarse de color verde, amarillo y verde amarillento

75



con abundante esporulacion, también es un hongo es saprofitico, lo cual concuerda con lo
mencionado por Herndndez Melchor, Ferrera Cerrato y Alarcon (2019), ademas la mayoria de
cepas de Trichoderma spédg. No poseen etapa sexual, por lo que producen Unicamente esporas
asexuales, sin embargo, se conoce la etapa sexual de unas pocas cepas, pero no han sido

consideradas para prop6sitos de biocontrol.

Durante su desarrollo y crecimiento producen hifas de 5 - 10 um de ancho que conforman el
micelio septado, los conidioforos tienen aspecto cénico, ademas producen cantidad de conidios
asexuales unicelulares de color verde o hialinos, lisos 0 con paredes muy poco asperas,
subglobosos, cilindricos, oblongos, con didmetro promedio de 3 a 5 um, los cuales se forman a
partir de células conididgenas y fialides (singulares o en grupos), que se ubican en los extremos
de los conidioforos, los cuales son hialinos muy ramificados y no verticilados. Ademas, este
hongo puede producir clamidosporas (unicelulares), globosas en sustratos naturales, las que
pueden ser intercalares y, en ocasiones, terminales en los extremos de las hifas, de tono verde y
menores de 15 um de didmetro. Estas esporas pueden perdurar a través del tiempo, por ello son

consideradas estructuras de sobrevivencia ( Conrado Meyer, 2019).

El género Trichoderma spag. muestra una enorme capacidad de colonizar la rizosfera de plantas
y varios sustratos con diferentes propiedades, ademas varias cepas viven en climas templados y
suelos acidos; no obstante, tienen la posibilidad de crear estructuras de resistencia como
clamidosporas y microesclerocios, por lo tanto, son capaces de sobrevivir en condiciones bastante
adversas, ademas poseen enorme potencial de biocontrol de fitopatdgenos gque crecen en altas
temperaturas, suelos salinos o alcalino y en condiciones de baja humedad. Dichos hongos se
alimentan absorbiendo nutrientes por medio de sus hifas, para atravesar la pared celular y utilizar
los componentes como nutrientes, los sustratos de elevado peso molecular se hidrolizan a
moléculas mas pequefias lo que quiere decir que los hongos liberan enzimas extracelulares que,
cuanto mas distintas y numerosas, proporcionara mas grandes ventajas para vivir en ambientes

con diferentes condiciones ( Conrado Meyer, 2019).

Una de las propiedades mas importantes del género Trichoderma es su capacidad para parasitar
hongos, ejemplificando Trichoderma virens tiene la capacidad de enrollar, penetrar y eliminar el
contenido citoplasmatico de Rhizoctonia solani, esto se debe a la funcion de generar metabolitos
que son capaces de inhibir el crecimiento de Rhizoctonia Solani y Monilinia fructicola. Estudios
ecofisiol6gicos han manifestado que, en mayor o menor medida, cada una de las especies de
Trichoderma son paréasitos efectivos de hongos fitopatdgenos y oomicetos Druzhinina et al.,

(2018), como estrategia de nutricidn biotréfica, ademas tienen la posibilidad de alimentarse de
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biomasa flngica, por lo cual es mas conveniente usar el concepto micotrofia para conceptualizar

este estilo de vida comin en especies de Trichoderma ( Conrado Meyer, 2019).

llustracién 4-11: Caracteristicas

culturales de las

cepas del género

Thichoderma spag.
Realizado por: Lara A, 2024

llustracion 4-12: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas

de género Thichoderma spag. Especie 6 (f11. f12).
Realizado por: Lara, A, 2023

Trichoderma sppag., actGan a través de diversos mecanismos que incluyen la
competencia por los nutrientes, el hiperparasitismo y la antibiosis de los patdgenos. Se
trata pues, de hongos benéficos que impiden el desarrollo de los hongos o nematodos

causantes de enfermedades en las plantas, como la frutilla (Chiriboga, Gémez y Garces 2015).
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4.2.1.8. Especie_7: Penicillium spéag.

Las colonias de hongos del Especie_7, las mismas que corresponde Penicillium spég. crecidos en
medio de cultivo PDA a una temperatura de 28 °C en condiciones de oscuridad presentaron forma
circular, elevacion plana y umbilicado un borde entero, superficie plana un color anverso verde y

de reverso beige.

Tabla 4-9: Caracteristicas culturales de las cepas del género Penicillium spég.

Especie Forma Elevacién Borde Superficie Color Color
Anverso Reverso
E7 Circular Plano Entero Plano Verde Beige
E7 Circular Umbilicado  Entero Rugosa Verde Beige
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2023

Entre los mecanismos de accion de Penicillium spag. se identifica la antibiosis, donde los
metabolitos microbianos ejercen accién biocida sobre el fitopatdgeno, ya sea por toxicidad, accion
litica u otras conducentes a la inhibicion metabdlica. También est4 la competencia entre la
microflora y los patégenos por espacio, por hospederos o por nutrientes, sobre todo cuando el
objeto de la competencia es limitado. El parasitismo es otro mecanismo de accion directa y

unilateral, donde se ve afectado el fitopatdgeno por el parasito (Jiménez Camargo et al., 2018)

Las cepas de la ilustracion 4-17 fueron desarrollados en medio de cultivo PDA incubados a 25°C

en condiciones de oscuridad, con 10 dias. Especie 7 (g1).

Penicillium spag. es un hongo su temperatura 6ptima de crecimiento es de 20-30 °C, aunque
dependiendo de la especie puede crecer en el intervalo de 5-37 °C, produciendo la alteracion de
alimentos en refrigeracion; también tolera grandes variaciones de pH entre 3,5-10, aunque crece
mejor y mas rapido a pH cercano a 4, sus esporas se encuentran en forma de bioaerosol en el aire,
con una concentracion ambiental mas o menos estable a lo largo del afio, aunque se dan
concentraciones pico en invierno y primavera, de crecimiento relativamente répido que esta
presente en todos los ambientes, como en los cultivos de ajo, invade tubérculos, aprovechando
heridas o cualquier condicion de estrés durante la germinacion, brota y crece, esto provoca
lesiones amarillas cubiertas de moho blanco que luego se pone verde (por fructificaciones), lo que

impide que el tubérculo germine y si lo hace, tiene poco vigor hasta la muerte ( Astorga Quirds, et al,
2013).
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llustracion 4-13: Caracteristicas
culturales de las
cepas del género
Penicillium spag.
Realizado por: Lara A, 2024
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llustracion 4-14: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de géneio
Penicillium fungi. Especie 7 (g'1. g12).
Realizado por: Lara A, 2024

Penicillium fungi son hongos ambientales de amplia distribucion que se caracterizan por formar
conidios a través de una estructura ramificada similar a un pincel (“penicilio”), estas
ramificaciones terminan en un tipo de células coniodidgenas Ilamadas fialides, estas fialides

originan las esporas (Bernuy Portilla, Tabaco Espinoza y Vera Rodas 2023).

Degrada altas concentraciones de metamidofos, un tipo de plaguicida muy nocivo para la salud
humanay el medio ambiente, donde los autores concluyen que variando las condiciones de tiempo
y temperatura y pH se ejerce un efecto determinante en el tiempo y porcentaje de degradacion
(Avilay Quito 2019).
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4.2.1.9. Especie_8: Fusarium spag.

Las colonias de hongos de la Especie_8, las mismas que corresponde Fusarium spag. crecidos en
medio de cultivo PDA a una temperatura de 28 °C en condiciones de oscuridad presentaron forma

circular.

En este género fueron crecidos en el medio de cultivo PDA incubados a 25°C en condiciones de

oscuridad, con 10 dias de edad. Morfotipo 8 (h?) (ilustracion 4-19).

El género Fusarium spag. es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el
suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados oportunistas son
saprofitas, anamorficas que tienen cepas patogénicas y no patogénicas, tiene varios miembros
patdgenos de plantas que ocasionan la marchitez vascular en sus diversas etapas de crecimiento
y tienen la capacidad de desarrollar o no una etapa de reproduccion sexual de acuerdo con la
especie, en campo se puede identificar facilmente puesto que forma heridas hundidas de color
negro con tonalidades marrones en la base de los tallos, ademaés, puede manifestarse como
manchas rojizas en los peciolos cercanos a la copa de la plantay, en ocasiones se presentan masas
de micelios rosadas con tonalidades lila o blancas inclusive que crecen en la base de los esquejes
0 en la copa de una planta Buechel (2018), ademas tiene una distribucion cosmopolita es decir que
se puede encontrar en una extensa variedad de suelos como habitante natural, también se registra
como patdgeno en una vasta y diversa gama de plantas hospedantes con base en propiedades
morfoldgicas (Berruezo, 2018).

Tabla 4-10: Caracteristicas culturales de las cepas del género Fusarium spag.

. ., .. Color Color
Especie Forma Elevacion Borde Superficie
Anverso Reverso
ES8 Circular Convexa Entero Plano Rosado Blanco
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024
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llustracion 4-15: Caracteristicas culturales
de las cepas del género

Fusarium spag.
Realizado por: Lara A, 2023

Las colonias de Fusarium spdg. infectan la planta hospedera por medio de la germinacion de las
clamidosporas que son estructuras de resistencia que puede encontrarse en el suelo por casi diez
afios, ademas la infeccion en la planta hospedera se origina como repuesta a exudados de raices
primarias y secundarias, luego de la germinacion las hifas se adhieren e ingresan en la epidermis,
asimismo tienen la posibilidad de ingresar mediante heridas autogénicas, antropicas o por
nematodos, una vez en la planta se mueve hacia el tejido vascular por colonizacién intercelular
de los vasos del xilema y los invade una vez que estdn maduros y se sitda en ellos, coloniza los
vasos del xilema por crecimiento del micelio o por medio del transporte pasivo de los
microconidios producidos en estos vasos, o que genera una colonizacion inmediata y discontinua,
al cortarse la base del cuello y durante la raiz principal, gracias a dichos ataques se obstruye el

paso libre de algunas sustancias nutritivas hacia las raices y la planta sucumbe (Pfenning , y otros,
2012).

llustracion 4-16: Caracteristicas morfoldgicas de las cepas de género

Fusarium spag. Especie 8 (h11. h1?).
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Realizado por: Lara A, 2024
Pertenece a un género cosmopolita de hongos imperfectos y es de interés agricola porque

numerosas especies causan enfermedades de una amplia gama de especies de plantas, estan
ampliamente distribuidas en el suelo y en partes de plantas subterraneas y aéreas, ademas de restos
de plantas; produce clamidosporas, resistentes al secado y a las condiciones adversas, permiten

gue el hongo sobreviva periodos prolongados en el suelo.

4.2.1.10. Especie_9: Acremonium sppag.

Las colonias de hongos de la Especie_9, las mismas gque corresponde Acremonium sppag. crecidos
en medio de cultivo PDA a una temperatura de 28 °C en condiciones de oscuridad presentaron
forma circular, filamentosa, elevacion plano umbilicado, borde entero superficie plana; el color

observado en el anverso de la colonia fue un café claro y al reverso un color beige.

Se observa en la ilustracion la forma, que es circular, el color y tamafio de los hongos de forma
directa, asi, crecieron en el medio de cultivo PDA incubados a 25°C en condiciones de oscuridad,

con 10 dias de edad. Especie 9 (i').

Los mecanismos que estos hongos utilizan incluyen biosorcion, captacion intracelular y

transformacién quimica, aunque pueden variar dependiendo de la especie (Villalba Villalba et al.,
2018).

Tabla 4-11: Caracteristicas culturales de las cepas del género Acremonium sppag.

Especie Forma Elevacion Borde  Superficie Color Color
Anverso  Reverso
E9 Circular Plano Entero Plano Caféclaro  Beige
E9 Filamentosa Umbilicado Entero Plano Café claro  Beige
E; Especie

Realizado por: Lara A, 2024

Los hongos del género Acremonium spag. Son Ascomicetos, pertenecientes al grupo de

hialohifomicetos.
Con respecto a las diluciones en las diferentes parcelas en el estudio se pudo aislar las siguientes

bacterias que a continuacion se realizaran la identificacién solamente cultural, la misma que se la

realizo al observarlas por el estereoscopio.
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Acremonium sp es uno de los representantes del reino fungi en la produccién de
metabolitos secundarios de interés bioldgico en especial los dirigidos a la industria
farmacéutica como lo son los antibidticos que a pesar de presentar estructuras quimicas

complejas, representan un gran interés econdmico (Padilla 2012)

€3
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llustracion 4-17: Caracteristicas
culturales de las
cepas del género

Acremonium sppag.
Realizado por: Lara A, 2024

llustracion 4-18: Caracteristicas
morfoldgicas de las cepas de
género Acremonium sppéag.

Morfotipo 9 (il'1).
Realizado por: Lara A, 2024

Bacterias
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Tabla 4-23: Caracteristicas culturales de las colonias encontradas

Morfologia colonial

lustracion

:ntificacion cultural

Colonia verde brillante
rugosa

Colonia verde traslucida
brillante plano

Colonia verde traslucida
brillante plano

Colonia verde traslucida
brillante plana

Colonia verde traslucida
brillante plana

Forma: irregular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: rugosa
Color:amarilla
obscura
Caracteristicas
opticas: brillante

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: lisa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
opticas: brillante

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: lisa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
opticas: brillante

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: lisa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
opticas: brillante

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: lisa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
opticas: brillante
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Colonia verde opaco
traslucida brillante plana

Colonia verde traslucida
brillante plana

Colonia verde opaca
Irregular

Colonia verde traslucida
brillante rugosa

Colonia verde traslucida
brillante rugosa

Colonia amarilla
brillante plana

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: lisa
Color: verde opaco
Caracteristicas
oOpticas: brillante

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: lisa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
Opticas: brillante

Forma: irregular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: rugosa
Color: verde opaca
Caracteristicas
oOpticas: opaca

Forma: circular
Elevacion: rugosa
Borde: entera
Superficie: rugosa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
opticas: brillante

Forma: irregular
Elevacion: plana
Borde: crenada
Superficie: rugosa
Color: verde
traslucida
Caracteristicas
opticas: brillante

Forma: circular
Elevacion: plana
Borde: entera
Superficie: lisa
Color: amarilla
Caracteristicas
opticas: brillante

Realizado por: Lara A, 2023
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Bacterias

Tabla 4-24: Analisis de varianza
para bacterias

Fuente GL Valor p
0,042

Tratamientos 4 faied

Bloques 2 0,863

Error 8

Total 14

Realizado por: Lara, A. 2024.

En la tabla 4-24 del andlisis de varianza para bacterias el valor de probabilidad 0,042 es decir que
resulto menor al nivel de significancia (0,05) por lo tanto se acepta la hipotesis alterna, que indica
que al menos uno de los plaguicidas utilizados tiene efecto en las Unidades Formadoras de

Colonias en respiracién de los suelos de la comunidad Utufiag.

Graficas de efectos principales bacterias.

Grafica de efectos principales para Bacterias
Medias de datos
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lustracion 4-23: Gréfica de efectos de los tratamientos de las UFC de las
bacterias

UFC; Unidades Formadoras de Bacterias
Elaborado por: Lara,A 2024

Grafica de efectos principales para bacterias muestra los tratamientos que se obtuvo durante el
desarrollo de la investigacion, asi se evidencia en la ilustracion 4-23 que la muestra M1 fue el que
mayor Unidades Formadoras de Colonias (UFC) tuvo, seguido por la muestra M5 y en cuanto a
la aplicacion de las muestras M2,M3 Y M4 donde se evidencia efecto sobre la disminucion UFC

en el suelo de acuerdo a los datos obtenidos en los valores de media del anélisis.
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Tabla 4-25: Prueba de Friedman
UFC para bacterias

Tratamiento Media n
(Ranks)

M5 4,67 d

M1 4,33 d

M2 2,33 b

M3 1,83 a

M4 1,83 a

UFC; Unidades Formadoras de Colonias
Elaborado por: Lara,A 2024

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050), en este caso la
prueba de Friedman en Unidades Formadoras de Bacterias (UFC), muestra la diferencia de
tratamientos en el caso del M4y el M3 con valores de 1,83; mientras que para el M1y M5 resulto
con valores de media de 4,33y 4,67 respectivamente, en el T2 se tuvo 2,33; por lo que se concluye

gue cada tratamiento varia.

Hongos

Segun el anélisis de la tabla 4-26, el valor de p es menor al nivel de significancia 0,05 se rechaza
hipétesis nula, es decir, que los plaguicidas utilizados tienen efecto en la Microbiota y en la

respiracién de los suelos de la comunidad Utufiag.

Tabla 4-26. Andlisis de Varianza UFC
para hongos.

Fuente GL Valor p
Tratamientos 4 0,031*
Bloques 2 0,306
Error 8

Total 14

UFC; Unidades Formadoras de Colonias
Realizado por: Lara, A. 2024.

En el anélisis de varianza UFC para hongos, dio como resultado el valor de probabilidad de 0,031
que es menor al nivel de significancia (0,05) por tanto, la hip6tesis nula se rechaza y se difiere
que al menos una de los plaguicidas aplicados tienen efectos en la respiracion del suelo.

Grafica de efectos principales para hongos
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Grafica de efectos principales para Hongos
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llustracion 4-24: Gréficas de efectos principales para hongos
Elaborado por: Lara Angela.2024

En el caso de graficas de las Unidades Formadoras de Colonias de hongos (UFC) los efectos
principales de acuerdo con la ilustracion 4-3, el que tuvo efecto fue la muestra uno (M1), asi como
se observa en la gréfica, y se deduce que en este tratamiento tuvo mas efecto, en la unidad

formadora de colonias de hongos y para la respiracion del suelo.

Tabla 4-27. Medias UFC de las

muestras de hongos

Tratamientos N Media Agrupacion
M1 3 975,000 ¢
M5 3 866,667 C
M2 3 216,667 b
M4 3 173,333 a
M3 3 151,667 a

UFC; Unidades Formadoras de Colonias

Realizado por: Lara Angela ,2024

En la tabla 4-27, de las medias UFC de las muestras de hongos de acuerdo a las comparaciones
se concluye que el mejor tratamiento es el M1 con una media de 975, seguido del M5 con una
media de 866,667 por otro lado el M2, M4 Y M3 con medias de 216,667;173,333; 151,667 tienen

efectos similares.
Prueba de Friedman UFC en hongos
El valor p (0,14-) > 0,05, por tanto, no se rechaza la hip6tesis nula e indica que no tiene efectos

significativos.
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Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 7,472

Tabla 4-28: Prueba de Friedman UFC
para hongos

Tratamiento Suma Media n
(Ranks)  (Ranks)

M4 6,00 2,00 a

M5 8,00 2,67 a

M3 8,00 2,67 a

M2 8,00 2,67 a

M1 15,00 5,00 b

UFC; Unidades Formadoras de Colonias
Elaborado por: Lara, A, 2024

En la tabla 4-28 muestra los datos obtenidos de la prueba de Friedman, asi se visualiza la similitud
entre cada tratamiento, como por ejemplo en la M4 se determin6 un valor de media de 2, pero
para el M5, M3y M2 tuvo valores de 2,67 para cada uno respectivamente y finalmente para el
M1 resulto la media de 5.

Analisis de los datos de Respiracion del suelo

Tabla 4-29: Andlisis de varianza de la
respiracién del suelo

Fuente GL Valor p
Tratamientos 4 0,856
Bloques 2 0,974
Error 8

Total 14

Realizado por: Lara, A, 2024

En la tabla 4-30 el valor de probabilidad 0,856 es mayor nivel de significancia 0,05, lo que
significa que no se rechaza hipotesis nula, es decir, que los plaguicidas utilizados no tienen efecto

en la respiracion de los suelos de la comunidad Utufiag.

En el estudio titulado “Efecto de los plaguicidas sobre la calidad quimica y bioldgica del suelo en
sistemas de produccion” realizado por (Pastor Mogollén, Veray Martinez 2015) se observo los analisis
estadisticos y se reportd que existen diferencias significativas entre los tratamientos evaluados a
un nivel de significancia (p 0,05) esto indica que los suelos bajo produccion agricola presentan

una disminucion de la materia organica del suelo, en cuanto a los resultados obtenidos en la
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presente investigacion se puede observar que en analisis de varianza tanto de hongos como de
bacterias se obtuvo un valor menor al nivel de significancia (0,005) lo cual indica que al menos
uno de los plaguicidas utilizados tiene efecto en las UFC en la Microbiota y en la respiracion de

los suelos de Utufiag.

2.7.  Respiracion basal

La relacion hongos: bacterias; de acuerdo con un estudio llevado a cabo por Malik (2016), el
almacenamiento de carbono en el suelo, depende de la relacion hongos: bacterias. Mientras el
suelo sea dominado por hongos, el almacenamiento de carbono serd mayor, probablemente debido
a la alta capacidad de descomposicion de materia organica que tienen los hongos. Por el contrario,
cuando la relacién h: b es baja, y el suelo empieza a ser dominado por bacterias, se empieza a
perder carbono. Se puede asumir entonces, que una baja relacion h: b indica degradacion del

suelo.

En un estudio realizado por (Ingham y Powers, 2018), existe una mayor abundancia de bacterias en
las Solanaceas debido a que estan presentes en suelos alcalinos con un pH mayor a 7 por la
presencia de Nitrato y existe abundancia flingica cuando existen suelos Acidos con un pH por

debajo de 7 con presencia de Amonio (Velazquez 2023).
Las practicas para el control de malezas, tales como la labranza y aplicacion de herbicidas
guimicos afectan el equilibrio de la biota del suelo, y al verse mermada la diversidad, se favorece

el establecimiento de malezas, ocasionando asi un circulo vicioso (Velazquez 2023).

4.3.Discusion

COLONIAS DE HONGOS

Fusarium sp. [==

Thichoderma sp. [re—

v

Aspergillus flavus [ e——

Chaetomium sp. [se——

Beauveria bassiana

4000 6000 8000 10000

llustracién 4-25: Colonias de Hongos

Realizado por: Lara A, 2024
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Segun la ilustracion 4-25, se identifica que el hongo Beauveria bassiana es el que méas colonias
form6 durante los tratamientos con un aproximado >8 000; y el Aspergillus niger es el hongo que
menos unidades de colonias formo con un estimado <3 000. Segun Chiriboga, Gomez B. y Garces
E. (2015, ppag. 13-14) mencionan que el hongo Beauveria bassiana es considerado uno de los
agentes de control biolégico con mejor eficiencia en el sector agricola. Existen experiencias de
todas partes del mundo en el control exitoso de varios tipos de plagas, que causan dafio y grandes
pérdidas en el sector (Yari Briones etal. 2021). Luna, Lozada y Trigos (2010, ppéag. 63-64) dicen que el
Aspergillus niger es un hongo patdgeno que se presenta en forma de moho negro que produce
ocratoxinas generalmente es comun que contamine los granos de café, jugo de uva, cereales,
cerveza y pan (Dumas 2023) El hongo Aspergillus niger es de rapido crecimiento, que en
principio presenta un aspecto blanco grisaceo, pero con el paso del tiempo adquiere pigmentos
amarillentos que se cubren con puntos oscuros conocidos como cabezas conidiales, conformadas
por conidios, fidlides y métulas, que envuelven la vesicula presentando una forma radiada tipica.
La especie Aspergillus niger tiene importancia biotecnoldgica e industrial, dado que posee la
capacidad de producir metabolitos, como el &cido glucénico, acido galico y &cido citrico; también

se puede obtener enzimas, como proteasas, pectinasas, glucosa oxidasas y celulosas.

COLONIAS DE BACTERIAS

120000 101000
100000

80000

60000 4040038000 40800
40000

75100

llustracidn 4-26: Colonias de Bacterias
Realizado por: Lara A, 2024

En la ilustracion 4-26 con mayor propagacion es la bacteria que se encuentra en la colonia verde
trasltcida 101 000; con menor nimero de cepas es la colonia amarilla brillante.

La respiracién basal mayor tuvo una varianza de acuerdo a cada diferente microorganismo

teniendo una respiracion mayor en la M2 con 7,92 mg C-C0, kg~td~! lo que significa mayor
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precensia de productos organicos por ende mayor actividad microbiana, en otra investigacién nos
demuestra que debido a la variedad de microorganismos existentes en la zona y a su alta actividad
microbiana hace que sus valores sean mayores alcanzando 37,0 + 2,1mg C-CO, kg~ td~1 ,

comparado con 31,8 *+ 2,4mgC-C0O, kg~*d ™" (Pardo-Plaza, Paolini Gomez y Cantero-Guevara, 2019)

4.4,  Comprobacién de la hipotesis

Dentro de la investigacion realizada se puede comprobar que la hipétesis alternativa cubre todas
las especulaciones indicandonos que al menos uno de los plaguicidas que se utilizados si tiene

efecto en la microbiota y respiracién del suelo.

El valor p obtenido en la tabla 4-24 y 4-26, significa valor significativo, por tanto, la hipotesis
alterna se acepta, lo que indica que los plaguicidas si tienen efecto significativo en las etapas
fenoldgicas desde la siembra hasta la floracion. En los hongos hay cambios significativos durante
la aplicacion de diluciones, mientras que en las bacterias no existen cambios significativos por

diferentes mecanismos de reaccidn entre las diluciones y fungicidas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

o Se utilizo los fungicidas (Bienzeb y Donner) con dosis de aplicacion de 69 y 92 gramos, de esta
manera se aplicé en el suelo para las tres unidades experimentales, lo cual tuvo efectos
significativos tanto para hongos como para bacterias, evaluados en tiempos establecidos para
conocer e identificar como influye los fungicidas en los microorganismos y en la respiracion de

suelo.

¢ Los microorganismos identificados fueron nueve en lo que se encontraron en mayor abundancia
las especie de Beauveria bassiana, Aspergillus flavus, Chaetomium sp, Thichoderma sp,
Acremoniu spp, Fusarium sp, Clonostachys sp, Aspergillus niger, Mucor sp y finalmente en
menor abundancia la especie de Penicillium spag. Dando como resultado un total de 17990

hongos y 11180 bacterias en unidades formadoras de colonias.
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RECOMENDACIONES

e Se debe realizar la implementacion de practicas sostenibles como cultivos de cobertura, abonos
organicos entre ellos incluye el compost, humus y biol, para incrementar la diversidad de
microbiota y la respiracidn del suelo mejorando asi, la calidad del recurso suelo, y reduciendo
las practicas inadecuadas como uso excesivo de agroquimicos, maquinaria agricola,

sobrepastoreo, entre otras.

o Se recomienda desarrollar investigaciones a futuro para ampliar el estudio a una mayor variedad
de plaguicidas y en suelos de cultivos intensivos (hortalizas), para entender sus efectos

especificos en la microbiota y respiracion del suelo.
e Realizar estudios de largo plazo para observar los efectos acumulativos y cronicos de los

plaguicidas en el microbiota del suelo y en la respiracion del suelo, ya que los efectos pueden
no ser inmediatos.
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ANEXOS
ANEXO A: RECONOCIMIENTO Y MEDICION DE CUADRANTES

N

3 cuadrantes listos Colocacion de la piola en los cuadrantes

Realizado por: Lara A, 2024.



ANEXO B: RECOLECCION DE MUESTRAS DEL SUELO NO INTERVENIDO

Materiales Toma de muestras a 20 cm

Muestras listas para el traslado al laboratorio Etiquetado en muestras

Realizado por: Lara A, 2024.



ANEXO C: LIMPIEZA Y PREPARACION DEL TERRENO PARA EL CULTIVO

Realizado por: Lara A, 2024.



ANEXO D: SIEMBRA DEL CULTIVO DE PAPA

Seleccion de semillas Colocacién de 2 semillas cada 40 cm en los huachos en los 3 cuadrantes

Colocacion de un porcentaje minimo de fertilizante para el crecimiento Cubierta de la siembra de papa

Realizado por: Lara A, 2024.



ANEXO E: SIEMBRA DE CULTIVOS EN MEDIO-PDA, AN

PDA- AN- Soluciones salinas

Medios de cultivos de PDA-AN Siembra de solucién madre y diluciones Incubadoraa 28 °C

Realizado por: Lara A, 2024.



ANEXO F: IDENTFICACION Y CONTEO DE COLONIAS DE BACTERIAS Y HONGOS

Contador de Colonias Cultivo de PDA

Realizado por: Lara A, 2024.



ANEXO G: FASE DE LABORATORIO METODO BASAL

. ' %%. N

Limpieza y tamizaje Se coloca 20 ml de NaOH en un frasco de idrio con boca anchay §é introduce dentro un frasco pequefio de plastico

con pequefios orificios 20 gramos de suelo y se lo sella con Parafilm y se lo deja durante 7 en la incubadora a una
temperatura de en la incubadora a 25°C




ANEXO H: PROCESO DE FLUJO PARA EL METOFO BASAL EN EL LABORATORIO

Muestra fresca

Limpieza y tamisaje de
las muestras

Secado de muestra durante 24
horas en una bandeja

Pesado y preparacion de las
muestras

Pesar 20 g de suelo

Incubacién a 25°C

Titulacion

Caélculos




ANEXO I: PREPARACION DE LOS REACTIVOS PARA EL METODO BASAL

b)

d)

Hidréxido de sodio 0,05M (NaOH).- Se pesé 2g de hidroxido de sodio, se los disolvid

en agua destilada y se aforé 1000 ml.

Acido clorhidrico 0,1 M (HCL).- Se tom6 4,5 ml de &cido clorhidrico (se usé las
camaras de extraccién y equipo de proteccion ya que se desprende olores fuertes y

toxicos), se disolvié en agua destilada y se afor6 a 500 ml.

Clorhidrato de Bario 0,5M (BaCl2).- Se pesé 10 g de clorhidrato de bario y se afor6 a

100 ml con agua destilada.

Fenolftaleina (CooH1404) .- Se pes6 0,1 g de fenolftaleina y se diluyo en 60 ml de

alcohol y se aforo a 100 ml con agua destilada.

Reactivo Férmula
Hidroxido de sodio NaOH
Acido clorhidrico HCl
Clorhidrato de Bario BaCl,

Fenolftaleina Cr0H1404




ANEXO J: DISENOS EXPERIMENTALES DE LA MICROBIOTA Y RESPIRACION DEL
SUELO

El disefio experimental consta de 5 Tratamientos y se realizo tres repeticiones por cada muestra y

se tomaron los datos conforme se iban encubando y reproduciendo los microrganismos.

Hongos Bacterias Tratamientos  Bloques
180 1430 M1 1
120 260 M2 1

90 130 M3 1
10 65 M4 1
0 325 M5 1
1625 845 M1 2
90 65 M2 2
10 130 M3 2
140 260 M4 2
230 1430 M5 2
1105 650 M1 3
30 325 M2 3
80 195 M3 3
0 195 M4 3
40 845 M5 3

El disefio experimental de la respiracion basal consta de 5 Tratamientos y se realizO tres

repeticiones por cada muestra y se tomaron los datos conforme se iban encubando a los 7 dias.

Respiracion del Bloques
Suelo Tratamientos

6,29 M1 1
5,59 M2 2
6,53 M3 3
3,03 M4 1
3,50 M5 2
1,40 M1 3
5,24 M2 1
571 M3 2
4,78 M4 3
7,69 M5 1
6,99 M1 2
7,92 M2 3
3,96 M3 1
5,83 M4 2
6,99 M5 3




ANEXO K: CICLO FENOLOGICO DEL CULTIVO DE PAPA HASTA LA ETAPA DE
FLORACION




ANEXO L: DILUCIONES DE BACTERIAS Y HONGOS EN MEDIO AN, PDA
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