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PROLOGO

En la presente investigacion el autor demuestra la importancia que tienen los
microorganismos edaficos en el suelo de las especies forestal, es vital conocer las
necesidades que tiene una planta a la hora de consumir o absorber los nutrientes del
suelo. Dependiendo de la planta, asi sera sus necesidades; ademas de las insuficiencias
que tenga el productor en términos de mercado. Es decir, hay veces en que el productor
abusa de nutrientes tales como el nitrégeno. El nitrégeno es un elemento primario de las
plantas, se puede encontrar en los aminoacidos, por tanto forma parte de las proteinas,
en las amidas, la clorofila, hormonas, auxinas y citoquininas, nucle6tidos, vitaminas,
alcaloides y &cidos nucleicos. A la hora de suministrar excesos de nutrientes, la planta
no podré absorberlo totalmente y se empieza a filtrar hasta llegar a contaminar mantos
acuiferos ademas de romper el ciclo del nitrégeno y creando mas gases de efecto
invernadero, cdmo el 6xido nitroso, con los siguientes perjuicios medioambientales y de

salud.

El funcionamiento de un ecosistema depende en gran medida de la actividad microbiana
del suelo, ya que los microorganismos son los protagonistas de diversas acciones
benéficas para las plantas a las que se asocian. Entre otras capacidades, los
microorganismos facilitan la captacion de nutrientes, producen fitohormonas
favorecedoras del enraizamiento, protegen a la planta frente a los patdgenos,
descomponen sustancias toxicas en el ecosistema y mejoran la estructura del suelo. En
la actualidad, la fraccion bioldgica de los suelos agricolas esta siendo considerada como
uno de los pilares de la fertilidad, la denominada fertilidad biol6gica que determina la
reserva organica, asi como la abundancia y actividad de la biomasa del suelo. Las
interacciones entre las plantas y las comunidades microbianas del suelo constituyen la

base de cualquier ecosistema natural contribuyendo al funcionamiento de los mismos.

Ing. Oscar Prieto Benavides M.Sc.
Docente UTEQ.
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RESUMEN

En la presente investigacion el objetivo general fue determinar los microorganismos
edaficos que se encuentran asociados a cuatro plantaciones forestales en la provincia de
Los Rios, Ecuador. Se evaluo plantaciones forestales de Triplaris cumingiana Fisher y
Meyer (Fernan Sanchez), Tectona grandis Linn. F. (Teca), Gmelina arbdrea Roxb
(melina) y de Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urban (Balsa). Las muestras se
recolectaron utilizando una pala de desfonde, a una profundidad comprendida entre 0 -
20 cm. El estudio se realizd durante la época lluviosa entre los meses de diciembre y
marzo del afio 2016. En cada lugar de muestreo se recolectd 10 muestras, cada una
estuvo compuesta por tres submuestras. La investigacion estuvo estructurada por cuatro
tratamientos y tres repeticiones. Los tratamientos estuvieron constituidos por los suelos
de cuatro plantaciones forestales y por cada tratamiento se recolectd 3 muestras de suelo
(repeticiones). Se sometieron al analisis ANOVA mediante el programa estadistico
SYSTAT para Windows. Cuando se detectaron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos, se aplico la separacion de medias mediante la prueba de Tukey (<
0,05). En el tratamiento de la plantacion forestal de Ochroma pyramidale el recuento de
poblaciones de hongos en la dilucion 10° se observd el crecimiento del género
Penicillum de color de verde - amarillo, esto puede indicar que este hongo puede ser un
potencial patdgeno cuando no hay mucha competencia por el sustrato. Las poblaciones
bacterianas y fangicas Proteoliticas del suelo G. arborea y T. grandis son mayores que
los otros tratamientos, siendo el suelo de T. cumingiana el de menor poblacion
proteolitica. En cuanto a las poblaciones Bacterianas y Fungicas Amiloliticas, las
mayores estuvieron presentes en el tratamiento de G. arbdrea. En los Amonificantes el
tratamiento de T. grandis obtuvo la mayor cantidad, tanto en el ensayo realizado en

hongos como en bacterias.

Palabras claves: Tectona grandis, Gmelina arborea, microorganismos, edaficos.



ABSTRAC

In the present investigation it was to determine the overall objective that soil
microorganisms are associated with four forest plantations in the province of Los Rios,
Ecuador. forest plantations Triplaris cumingiana Fisher and Meyer (Fernan Sanchez),
Tectona grandis Linn was evaluated. F. (Teca), Gmelina arborea Roxb (melina) and
Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urban (Balsa). Samples were collected using a
shovel desfonde, at a depth between 0-20 cm. The study was conducted during the rainy
season between December and March 2016. In each sampling 10 samples each
consisted of three subsamples were collected. The research was structured by four
treatments and three repetitions. The treatments were constituted by four forest
plantations floors and each treatment 3 samples of soil (repetitions) was collected.
ANOVA analysis were tested using SYSTAT statistical program for Windows. When
statistically significant differences were detected between treatments, the mean
separation was applied by Tukey test (<0.05). In the treatment of forest plantation
Ochroma pyramidale count fungal populations in dilution 10-5 genus Penicillium
growth green color was observed - yellow, this may indicate that this fungus can be a
potential pathogen when there much competition for the substrate. Proteolytic bacterial
and fungal soil and T. grandis tree populations are higher than the other treatments, with
the floor T. cumingiana least proteinase population. As bacterial and fungal amylolytic
populations were present in older treating tree. Amonificantes in the treatment of T.

grandis won the most, both in the trial in fungi and bacteria.

Keywords: Tectona grandis, Gmelina arborea, microorganisms, soil.
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Introduccion

En la actualidad la deforestacion tropical se reconoce como uno de los problemas
ambientales mas importantes que enfrenta el mundo, con serias consecuencias

econdmicas y sociales de largo plazo.

La extension final de las plantaciones forestales en los tropicos la determinara su
capacidad de competir con otros usos del suelo, satisfacer la creciente demanda por
madera, superar la produccion de fuentes alternas de la madera y proteger el ambiente

para las generaciones futuras.

Los bosques del Ecuador se encuentran bajo una presién severa, cuyo indice
aproximado es de alrededor del 2% de agotamiento anual. Las causas de la
deforestacion, deterioro de habitat y degradacion ambiental varian de una region a otra e

incluyen factores politicos, desigualdades sociales, y presiones economicas.

En la region amazonica, la expansion de la industria petrolera en los afios 70 result6 en
la deforestacion, la afluencia de inmigrantes de otras regiones, la degradacion ambiental

y cambios acelerados en la situacion social de los indigenas.

El futuro de los bosques ecuatorianos depende, no solo de regular los planes de
explotacion de bosque natural, sino también del establecimiento de plantaciones las
cuales reduciran la presion sobre el bosque primario. La participacion significativa del
sector privado en el cultivo de la teca es un fendmeno reciente, estimulado en los
ultimos diez afios por la percepcion relativamente nueva de que plantar teca es una
empresa comercialmente rentable, asi como por cambios en las politicas y en la

legislacion.

El suelo es un sistema complejo, heterogéneo y dindmico capaz de sostener el
crecimiento de un gran nimero de organismos y microorganismos. Un gramo de suelo
puede albergar méas de 108 microorganismos que son responsables de la mineralizacion
de compuestos organicos, formacion de humus, ciclaje de nutrientes y muchos otros

aspectos importantes en el funcionamiento y en la salud del ecosistema (Carrillo, 2003).

Xv



El conteo de microorganismos totales puede indicar la calidad, fertilidad y salud del
suelo y, ademads, proporcionar informacion sobre los efectos de las intervenciones
antropogénicas. EI componente heterétrofo edafico cumple un papel muy importante en
el ciclo de carbono, en procesos de mineralizacion de compuestos organicos y
produccion de CO2, el cual puede ser usado como fuente de carbono por organismos y
microorganismos autotrofos. Los heterétrofos son los microorganismos mas numerosos
en el suelo y su conteo es muy importante ya que permite conocer la calidad y
productividad del suelo, asi como también la disponibilidad de nutrientes y materia

orgénica (Carrillo, 2003).

Los microorganismos del suelo son los seres mas numerosos que existen en el planeta,
pertenecen a diferentes dominios: Archea, Bacteria y Eukaria y estas a su vez se
agrupan en los reinos Chromistas, Protozoa, Fungi, Plantae y Animalia (Carillo, 2003).
Comprenden a las bacterias, actinomicetos, hongos, algas, protozoarios, virus y

bacteriofagos (Nogales, 2005).

Constituyen uno de los principales agentes que causan los fenémenos bioquimicos y
determinan el patrén y la proporcion de la descomposicion de materia organica,
reciclaje, liberacion e inmovilizacion de nutrientes (Olalde y Aguilera, 1998) ademas,

realizan actividades indispensables para las especies vegetales.

Los microorganismos del suelo se utilizan como bioindicadores de la salud del suelo,
debido a la importancia de su funcion en los ciclos biogeoquimicos de la materia, de
este modo se han constituido en una importante herramienta para monitorear
alteraciones en los ecosistemas, ya que responden rapidamente a cambios fisicos o
quimicos. Algunos indicadores ecoldgicos que muestran el dinamismo de los procesos
en el suelo son: el ndmero y diversidad de microorganismos y sus productos

enzimaticos (Peacock et al., 2001).

El proyecto de Grado esta estructurada en cinco Capitulos, que fueron: Marco Contextual,
Marco Teo6rico, Metodologia, Analisis e interpretacion de resultados, y Conclusiones y

Recomendaciones, ademas de las Referencias bibliograficas y Anexos.
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CAPITULO |
MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION



1.1. Ubicacion y contextualizacion de la problematica

En la provincia de Los Rios, Ecuador hace varios afios se han venido dando sucesivos
cambios en el uso del suelo, lo cual ha generado un gran impacto en la vida microbiana.
En la actualidad existen diversas plantaciones forestales que fueron reemplazando

paulatinamente al bosque primario y secundario que existio en esta parte del pais.

QU

SANCARH)S—HPECE—ELM|

/J VENTANAS- ESPECIE-BALSA |

Progeccién UTM  Datum Horie: WOS 84-Zene_I THur |
Ref. Carta. Top. IGM 1:50000 - .

ESCALA: 1:2.500 ||. FECHA: 30-04-2016 | ~

ELABORADO FOR:

Ing. ar. Duds Mhoecica Comiin | LOCALIZACION DEL SITIO DE ESTUDIO

Grafico 1. Ubicacion del sitio de estudio.

En virtud de lo antes mencionado se hace imprescindible conocer la vida microbiana
existente en esos suelos y como se asocian a las plantas que ocupan esos espacios del

terreno.

1.2. Situacion actual de la problemética

La fuente de energia para el suelo principalmente proviene de los residuos o rastrojos de

los cultivos y en menor proporcién, de animales muertos o de sus residuos. Desde estas
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fuentes de energia que es descompuesta por los microorganismos edaficos, se libera la

energia, necesaria para el funcionamiento del sistema suelo.

Existe una gran diversidad de microorganismos que viven en el suelo, que dependen de
diversos factores ambientales como son los nutrientes, humedad, aireacion, temperatura,
pH, préacticas agricolas, etc. Hay varios miles de millones de bacterias por gramo de
suelo. La mayor parte son heterétrofos, siendo comunes los bacilos esporulados, los
actinomicetos que son los responsables del olor a tierra mojada, y en la rizosfera (region

donde el suelo y las raices de las plantas entran en contacto) especies de los géneros
Rhizobium y Pseudomonas.

1.3. Problema de investigacion

1.3.1. Problema General

¢Qué tipo de microorganismos edéaficos viven y se asocian a cuatro plantaciones

forestales en la provincia de Los Rios, Ecuador?

1.3.2. Problemas Especificos

¢Cudl es la diversidad y densidad poblacional de hongos y bacterias que estan asociados

a cuatro plantaciones forestales?

¢COmo se encuentran asociados cualitativa y cuantitativamente los principales

microorganismos edéaficos en cuatro plantaciones forestales?

1.4. OBIJETIVOS

1.4.1. Objetivo General

Determinar los microorganismos edaficos que se encuentran asociados a cuatro

plantaciones forestales en la provincia de Los Rios, Ecuador.



1.4.2. Objetivos Especificos

e Establecer la diversidad y densidad poblacional de hongos y bacterias que estan

asociados a cuatro plantaciones forestales en la provincia de Los Rios, Ecuador.

e Identificar cualitativamente los principales grupos funcionales que estan

asociados a cuatro plantaciones forestales.

1.5. JUSTIFICACION

Las plantas toman sus nutrientes gracias a que ellos son puestos a su disposicion por los
microorganismos edaficos o el edafdén. Las plantas viven interactuando con microorganismos y
organismos, a través de asociaciones temporales o permanentes, simbidticas (de beneficio
mutuo) y que muchas veces llegan a ser sinérgicas. Por otro lado, existe el conjunto de
especies que conforman la comunidad recicladora del suelo, integrada por especies
trituradoras, descomponedoras, parasiticas, predadoras, patogénicas, saprofititas, etc. que van

desagregando el compuesto organico en complejos hasta un estado inorgdnico.

Los nutrientes pueden estar temporalmente retenidos en el suelo en el interior de los
organismos, en las particulas minerales del suelo, especialmente las arcillas, en agregados, en
el coloide; Pudiendo ser obtenidos también desde el aire y el agua. Con estos nutrientes los
seres vivientes en el suelo conforman la biomasa; siendo que mientras mayor sea el nimero
de microorganismos y mesofauna, mds rdpidamente se produce la descomposicién y el
reciclaje de nutrientes. En estas funciones de captacién, traspaso , reciclaje y retencion

temporal de la energia y los nutrientes pueden concurrir, ademds de los microorganismos



(hongos, bacterias), también las algas verde azules o cianoficeas (captadoras de nitrégeno),
organismos de la mesofauna, insectos, acaros, moluscos (consumidores, predadores y
parasitoides), colémbolos, isdpodos, enquitridos, miridpodos y las lombrices. Junto a estos
organismos hay otros muy importantes, que no se alimentan de materia organica, sino que
viven en simbiosis con las plantas, como bacterias y hongos que obtienen el carbono desde las
plantas y facilitan el transporte de nutrientes (N, fosfatos, K) hacia las plantas. La presente
investigacion se realizé con la finalidad de conocer a profundidad los diversos
microorganismos que se asocian con las especies forestales y de esta manera determinar si

son benéficos o potenciales patdgenos.

CAPITULO 11
MARCO TEORICO



FUNDAMENTACION CONCEPTUAL

2.1.1 El suelo.

El suelo es un sistema estructurado, heterogéneo y discontinuo, fundamental e irremplazable,
desarrollado a partir de una mezcla de materia organica, minerales y nutrientes capaces de

sostener el crecimiento de organismos y microorganismos (Nannipieri et al., 2003).

Como hébitat para los microorganismos Ilamamos suelo a la parte mas externa de la
corteza terrestre, resultante de la meteorizacion de las rocas subyacentes y con unas
caracteristicas claramente diferenciadas de las mismas. Podemos considerar el suelo
como un sistema de interaccion entre tres fases bien definidas: una fase solida,
constituida por materia mineral y organica, una fase liquida, y una fase gaseosa o
atmosfera del suelo. El tipo y composicion de la materia mineral viene dado por las
caracteristicas de las rocas del subsuelo, asi como de los procesos edéficos que hayan
tenido lugar en su formacién. La porcion inorganica es muy importante por su
influencia en la disponibilidad de nutrientes, aireacion, retencion de agua, etc (Budhu,
2007).

La formacion del suelo es un proceso complejo que involucra cambios fisicos, quimicos y
bioldgicos de la roca originaria. Los cambios fisicos implican la reduccién de tamafio de las
particulas sin ninguna alteracidon en su composicion y son causados por ciclos de hielo-
deshielo, lluvia y otros efectos ambientales. Los cambios quimicos son originados por la
separacion de particulas minerales de las rocas, su alteracion o destruccién y resintesis a
compuestos sélidos estables, se debe principalmente a la acciéon del agua, el oxigeno, el

diéxido de carbono y compuestos organicos (Budhu, 2007).

Los cambios bioldgicos son realizados por la comunidad que habita el suelo: flora (plantas),
macrofauna (vertebrados), mesofauna (artrépodos, anélidos, nematodos y moluscos),
microfauna (protozoos y algunos nematodos) y microbiota (bacterias, actinomicetes, hongos, y
algas), donde el 80 al 90% de los procesos en el suelo son reacciones mediadas por la
microbiota (Porta et al., 2003). Estos cambios biolégicos son: degradacién y aporte de materia

organica, produccién de CO2 en la respiracion, intervencion en la movilidad de los ciclos
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biogeoquimicos de los elementos y efectos mecdnicos de animales y plantas como

fraccionamiento de las rocas por las raices, entre otros.

El suelo presenta propiedades fisicas y quimicas que le confieren caracteristicas particulares y
su descripcién tanto en campo como en el laboratorio es muy 4 importante, ya que tienen

gran influencia en el componente microbiano edéfico (Porta et al., 2003).

Los organismos del suelo no se distribuyen al azar sino que siguen patrones espaciales
de agregacion, a escalas diferentes (desde nm a km) que se superponen. Esta
estructuracion obedece al efecto causado por diferentes factores de control y es
totalmente dinamica (Ettema et al., 2002).

Utilizando técnicas de observacion de secciones ultrafinas de suelo mediante
microscopia electronica, tomografia, analisis geoestadistico y la elaboracion de
modelos, especialmente basados en fractales, se ha demostrado que la distribucion de
las bacterias edaficas esta altamente estructurada, y que esta estructuracion es
importante para la funcionalidad del suelo. Las bacterias se organizan en microcolonias
compuestas de pocas células que pueden pertenecer a diferentes morfotipos (Nunan et
al., 2003). Factores como la presencia de raices, pequefios agregados, nutrientes y poros
parecen gobernar la distribucion de bacterias en microhébitats (Budhu, 2007).

La complejidad del suelo como ecosistema (nivel microscopico incluido) junto con las
especiales particularidades de los microorganismos, tales como su tamafio microscépico
y las dificultades para una diferenciacion basada en su morfologia, habian
proporcionado una vision del mundo microbiano edafico como una ¢caja negra? de la
cual se sabia que cumplia una funcién aunque no se conociese su contenido (Insam,
2001).



2.1. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1.1. Microorganismos edéaficos

2.1.1.1. Hongos

Los hongos son un grupo de seres vivos diferentes de las plantas y de los animales,
razén por la cual se clasifican en un reino aparte Illamado Fungi. La ciencia que los
estudia se llama Micologia (Mykes=Hongo y Logos=Estudio). Poseen gran capacidad
de adaptacién y pueden desarrollarse sobre cualquier medio o superficie, tanto en los
bosques como en las ciudades. Se reproducen por medio de esporas, las cuales son
diseminadas principalmente por el viento y por el agua (Gaxiola, y Madinaveitia, 2007).

Juegan un papel descomponedor, ya que transforman la materia organica en sustancias
mas simples y asimilables por otros seres vivos. Pero también pueden desarrollarse
formando asociaciones de beneficio mutuo con raices de plantas (micorrizas) y con
algas dando origen a los liquenes --que son organismos totalmente diferentes a las
plantas y a los mismos hongos--, mientras que algunos crecen sobre otros seres vivos

produciéndoles enfermedad o incluso la muerte.

Los hongos han jugado y juegan un papel muy importante en la medicina, la industria y
la alimentacion. La era de los antibidticos se inicia con el descubrimiento de la
penicilina, obtenida a partir del hongo Penicillium notatum; asimismo algunos hongos
son importantes en la industria de quesos, cerveza, vinos y otros; ademas de la excelente
fuente de vitaminas, proteinas, fibra y minerales que constituyen los hongos comestibles
(Gaxiola, y Madinaveitia, 2007).

Aungue no se conoce con exactitud el niUmero de especies, hasta ahora se han descrito
aproximadamente 80.000 en todo el mundo. En Costa Rica se conocen alrededor de
unas 2.000 especies, pero se calcula que en su territorio podrian habitar entre 40.000 y
70.000 (Gaxiola, y Madinaveitia, 2007).



2.1.1.2. Bacterias

Son seres generalmente unicelulares que pertenecen al grupo de los protistos inferiores.
Son células de tamanfo variable cuyo limite inferior esta en las 0,2m vy el superior en las 50 m;
sus dimensiones medias oscilan entre 0,5 y 1m. Las bacterias tienen una estructura menos
compleja que la de las células de los organismos superiores: son células procariotas (su nucleo
esta formado por un Unico cromosoma y carecen de membrana nuclear). Igualmente son muy
diferentes a los virus, que no pueden desarrollarse mas dentro de las células y que sélo

contienen un acido nucleico (Glick et al., 1999).

Las bacterias juegan un papel fundamental en la naturalezay en el hombre: la presencia de
una flora bacteriana normal es indispensable, aunque gérmenes son patdgenos. Andlogamente
tienen un papel importante en la industria y permiten desarrollar importantes progresos en la
investigacion, concretamente en fisiologia celular y en genética. El examen microscdpico de las
bacterias no permite identificarlas, ya que existen pocos tipos morfoldgicos, cocos (esféricos),
bacilos (bastdn), espirilos (espiras) y es necesario por lo tanto recurrir a técnicas que se
detallardn mds adelante. El estudio mediante la microscopia épticay electrénica de las

bacterias revela la estructura de éstas.

En la microflora del suelo conviven distintos géneros bacterianos. Estos se encuentran
preferentemente interactuando con las raices de las plantas. Dicha accion puede ser benéfica,
perjudicial o neutral desde el punto de vista del desarrollo y crecimiento vegetal. Aquellas
bacterias rizosféricas capaces de impactar positivamente sobre el crecimiento de cualquier

especie vegetal, son comunmente conocidas como PGPR (Glick et al., 1999).

Se distinguen distintos tipos nutricionales segln la fuente de energia utilizada: las bacterias
que utilizan laluzson fotdtrofas y las que utilizan los procesos de oxirreduccién son
quimidtrofas. Las bacterias pueden utilizar un sustrato mineral (litétrofas) u organico
(organdtrofas). Las bacterias patdgenas que viven a expensas de la materia organica son

guimioorgandtrofas.

La energia en un sustrato organico es liberada en la oxidacidon del mismo mediante sucesivas

deshidrogenaciones. El aceptor final del hidrégeno puede ser el oxigeno: se trata entonces de
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una respiracion. Cuando el aceptor de hidrégeno es una sustancia organica (fermentacién) o

una sustancia inorganica, estamos frente a una anaerobiosis.

Ademas de los elementos indispensables para la sintesis de sus constituyentes y de una fuente
de energia, ciertas bacterias precisan de unas sustancias especificas: los factores de
crecimiento. Son éstos unos elementos indispensables para el crecimiento de un organismo
incapaz de llevar a cabo su sintesis. Las bacterias que precisan de factores de crecimiento se
llaman "autétrofas". Las que pueden sintetizar todos sus metabolitos se llaman "protdtrofas".
Ciertos factores son especificos, tal como la nicotinamida (vitamina B,) en Proteus. Existen
unos niveles en la exigencia de las bacterias. Segin André Lwoff, se pueden distinguir
verdaderos factores de crecimiento, absolutamente indispensables, factores de partida,
necesarios al principio del crecimiento y factores estimulantes. El crecimiento bacteriano es
proporcional a la concentracién de los factores de crecimiento. Asi, las vitaminas, que
constituyen factores de crecimiento para ciertas bacterias, pueden ser dosificadas

por métodos microbiolégicos (B12 y Lactobacillus lactis Doraren). (Sdnchez y Corrales, 2005).

Se puede medir el crecimiento de las bacterias siguiendo la evolucién a lo largo del tiempo del
numero de bacterias por unidad de volumen. Se utilizan métodos directos como pueden ser el
contaje de gérmenes mediante el microscopio o el contaje de colonias presentes después de
un cultivo de una dilucién de una muestra dada en un intervalo de tiempo determinado.
Igualmente se utilizan métodos indirectos (densidad éptica mas que técnicas bioquimicas)

(Sanchez y Corrales, 2005).

Existen seis fases en las curvas de crecimiento. Las mas importantes son la fase de latencia
(que depende del estado fisioldgico de los gérmenes estudiados) y la fase exponencial, en la
que la tasa de crecimiento es maxima. El crecimiento se para como consecuencia del
agotamiento de uno o varios alimentos, de la acumulacién de sustancias nocivas, o de la
evolucidn hacia un pH desfavorable: se puede obtener una sincronizacion en la divisién de
todas las células de la poblacion, lo que permite estudiar ciertas propiedades fisiolégicas de los

gérmenes (Sanchez y Corrales, 2005).

2.1.2. Grupos funcionales de microorganismos del suelo
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2.1.2.1.  Proteoliticos

Para que el nitrégeno organico unido quede libre y pueda ser rehusado, el primer
proceso que debe ocurrir es la hidrdlisis enzimatica de las proteinas (proteolisis). Esta
las efectGan los microorganismos extracelulares que transforman las proteinas a

unidades mas pequefias (péptidos).

Algunas especies de bacterias elaboran grandes cantidades de enzimas proteoliticas
entre las mas activas estdn las clostridia, como Clostridium histolyticum. Muchos
hongos y actinomicetos del suelo son muy proteoliticos (Pelczar et al., 1990).

2.1.2.2.  Amonificantes

Aunque los microorganismos presentan muchas variaciones en la desaminacion, es
decir la eliminacion de grupos amino, uno de los productos finales es el amoniaco
(NHs3). Esta reaccion se la clasifica como desaminacion oxidativa. La produccion de

amoniaco se conoce como amonificacion (Pelczar et al., 1990).

2.1.2.3.  Amiloliticos

El almidon es el material de reserva que predomina en las plantas y cominmente se
presenta en granulos con una tipica estructura en capas. Esta compuesto de dos
glucanos: amilosa y amilopectina. La amilosa es soluble en agua caliente y se tifie de
azul con una solucion acuosa de yodo. Consiste de una cadena helicoidal no ramificada
de unas 200 - 500 unidades de D o glucosa con enlaces 1,4-a-glicosidicos. La
amilopectina se hincha en agua caliente dando una pasta y toma un color pardo violaceo

con yodo.

La viscosidad de la solucién de almidon y el color de su reaccion con yodo se reducen
rapidamente durante la hidrdlisis (Carrillo, 2003). Producen amilasas muchos hongos
del suelo asi como bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces entre

otras.
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La actividad amilolitica varia a veces con el tipo de vegetacion, la humedad y las
caracteristicas del suelo. El almidon es degradado por clostridios fijadores de nitrogeno
en los suelos anegados, a los que recientemente se incorpor6 material vegetal rico en

polisacaridos.

2.1.2.4. Ureoliticos

La urea afiadida a los sustratos en procesos de fermentacion de sustratos sélidos (FSS),
es transformada a amoniaco (NHs) por efecto de especies microbianas Ureoliticas
(Valifio et al., 2002; Calderdn et al., 2005), si el sustrato tiene un aporte energético bajo,
los microorganismos no pueden incorporarlo en la formacion de aminoacidos para su
crecimiento o lo hacen en una proporcion baja. Cuando se tiene un pH bajo, el NH3
producido es retenido en el sustrato (Rodriguez et al., 2001). EI NHs también puede
producirse por actividad desaminativa (Calderdn et al., 2005). EI NHz como compuesto
puede ser utilizado por ciertos microorganismos gque no hidrolizan la urea agregada,
como resultado de esto la cantidad de algunos microorganismos presentes en los

sustratos fermentados se puede incrementar (Valifio et al., 2002).

2.1.3. Triplaris cumingiana Fisher y Meyer (Fernan Sanchez)

El género Triplaris se encuentra distribuido ampliamente en el bosque himedo tropical
y en lugares totalmente secos. Es un arbol que crece entre 20 y 35 m de altura y cuyo
tronco mide 50 cm de didmetro (Cruz, Morante & Acosta, 2008). Estudios fitoquimicos
de este género revelan la presencia de carbohidratos y compuestos fendlicos,
especialmente en la especie T. americana donde se han reportado la existencia de
triterpenos: friedelina y friedelinol; ademés carbohidratos y compuestos fendlicos entre
ellos taninos y flavonoides como: &cido galico, quercetina 3-O-a-L-arabinofuranosido;
los cuales poseen actividad antioxidante con un valor de CI50 de 9,54 pg/mL (Camones

et al., 2009).

Triplaris cumingiana es una especie comdnmente conocida como Tankarana o Fernan
Sanchez, en Ecuador esta distribuida en laderas de bosques secos en las provincias de

Bolivar, Chimborazo, Esmeraldas, Galapagos, Los Rios, Manabi, Morona, Pichincha,
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Guayas, El Oro y Loja. Su periodo de florecimiento se da en los meses de septiembre -
octubre, y la maduracion de su fruto en octubre; crece desde 0 a 1500 m.s.n.m. La
presencia de hormigas asociadas a los tallos es un atributo importante para su

identificacion (Gonzélez, Garcia & Correa, 2005).

Dentro de la medicina tradicional es utilizada para curar infecciones intestinales, fiebre,
diarrea, etc. (Desmarchelier & Alonso, 2005). De acuerdo con reportes de especies del
mismo geénero, tales como: T. americana, se emplea de dos formas: por via oral
mediante decoccion de la corteza la cual es utilizada contra la diarrea, dolor de
estbmago, disenteria, vomitos, dolor abdominal, lombrices intestinales, apendicitis,
dolor de higado y el dolor de la vesicula, y en forma de cataplasmas se utiliza en
lesiones de piel inducidas por leishmaniasis; T. peruviana, usada para tratar diarreas y
fiebre interna mediante decoccién de su corteza, ademés para la picadura de raya y
mosquitos en forma de cataplasama; de T. poeppigiana usan la decoccion de la corteza
para el tratamiento de diarrea, enteritis y fiebre, ademas T. surinamensis, el zumo de su
corteza destinada al dolor de muelas y hemorroides. Sin embargo no existen reportes
fitoquimicos ni de actividad bioldgica sobre esta especie; por lo cual se considera un
estudio importante sobre la misma, para determinar y corroborar las diferentes
aplicaciones para las que son usadas las especies de este género (Gonzélez, Garcia &
Correa, 2005).

2.1.4. Tectona grandis Linn. F. (Teca)

Tectona consta de 3 especies, con una distribuciéon natural del género discontinua,
muchos autores citan que la especie es originaria del sureste asiatico (Birmania, ahora
Myanmar, Tailandia y de la India, Malasia, Java, Indochina, La Republica Democratica
Popular Laos), entre los 12 y 25° latitud norte y de 73 a 104° longitud este. 9 También
se ha encontrado al sur del Ecuador en Java y en algunas pequefias islas del
Archipiélago Indonesio. Se menciona que la especie fue introducida en Java hace 400 o
600 afios, donde se naturalizd. En la zona de distribucidn natural, los bosques son de

tipo monzodnico, abarcando bosque seco tropical y bosque humedo tropical. En la India
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se encuentra asociada con 76 especies, dentro de las que se citan: Xylia dolabriformis,
X. kerrii, Largeostremia caluculata, L. balasoe, Bombax insigne, cinco especies de
Terminalia, tres especies de Stereospermum, Acacia, Cassia, Dipterocarpus, Cederia,
Eugenia, Gmelina arborea, Vitex peduncularis, Dalbergia sp, Croton oblongifolius,

entre otras. (Fonseca, 2004).

Por la calidad de la madera, Tectona ha sido introducida en una gran cantidad de lugares
que tienen clima tropical, entre los 18 y 28° latitud norte. En el sureste de Asia, en
Indonesia, Sri Lanka, Vietnam, Malasia, Islas Solaman, en algunos paises africanos
como Costa de Marfil, Nigeria y Togo. En América Tropical fue introducida primero en
Trinidad entre 1913 y 1916, con semillas procedentes de Tenasserim en Burma
(Myanmar). Esta procedencia ha sido ampliamente distribuida, exportandose semilla de
Trinidad a Belice, Republica Dominicana, Jamaica, Costa Rica, Cuba, Colombia,
Venezuela, Haiti, Puerto Rico, Ecuador, Guayana Francesa y México. La especie se
introdujo en América Central, en Panama en 1926 con semilla procedente de Sri Lanka,
de esta procedencia se enviaron semillas a la mayoria de paises de América Central y el
Caribe. Otros paises en donde se han establecido plantaciones son Brasil, Perd,
Salvador, Honduras, Bolivia, Ecuador y Jamaica (Fonseca, 2004).

2.1.5. Gmelina arbdrea Roxb (melina)

Segln Rojas y Murillo (2004), la gmelina es un arbol que alcanza de 20 a 30m de altura,
un didmetro de 60 a 100cm de fuste, con corteza lisa de color pardo gris a ceniza. En
plantaciones densas, el fuste es menos conico y limpio. Las hojas son simples, opuestas,
grandes y base cordadas. Las flores se presentan en paniculas terminales, ramificadas y
densamente pubescentes, monoicas perfectas o hermafroditas. Los frutos a partir de los
4 afios producen anualmente abundantes drupas ovoides de 3 x 2.5 cm. suculentas y
generalmente con tres cavidades que alojan 3 semillas. El peso promedio de un fruto sin
despulpar es de 10.8 g. En suelos con impedimentos el sistema radicular es superficial y

profundo en suelos arenosos.
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Rojas y Murillo (2004), mencionan que la madera de la melina es de color crema
uniforme tendiendo a pardo amarillento claro, tornandose pardo rojizo con la edad.
Existe poca diferencia entre la albura y el duramen. Grano recto entrecruzado, no

presenta olor ni sabor distintivo, con una densidad bésica de 0.40 — 0.58, secado fécil.

Cuando esta seca la madera presenta buena estabilidad debido a que las tasas de
contraccion son bajas. El secado de la madera se reporta desde bueno y moderadamente
répido hasta lento con ligeros problemas de alabeo. La madera es de baja durabilidad, el
duramen mas denso se clasifica como moderadamente durable. La resistencia a las
termitas y a los perforadores marinos es variable, pero por lo general la madera se la
clasifica como susceptible. Diversos analisis sobre la composicion quimica de la madera
han arrojado resultados mas o menos similares. El contenido de lignina es de 27%, el de
cenizas de 1%, y el contenido de extractivos de 5%. El contenido de holocelulosa es

normalmente alto y varia entre 67 y 81%. (Rojas y Murillo, 2004).

2.1.6. Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urban (Balsa).

El arbol de Balsa, Lano o Balso Ochroma pyramidale, pertenece a la familia
Bombacaceae, es un arbol pionero de los bosques tropicales himedos, alcanza en 5 - 6
afios una circunferencia de aprox. 90 cm. (30 cm. de didmetro) y una altura de aprox. 18
- 25 metros, genera madera liviana y de buena calidad, por ello es considerada como
recurso forestal y maderable susceptible de explotacién industrial (Obregon, 2005), es
una especie ademas utilizada para recuperar zonas degradadas; utilizada en la
reforestacion de bosques que han sido afectados por la tala indiscriminada o han sufrido
incendios. Ademas sirve como refugio de especies vegetales mas pequefias gracias a su

rapido crecimiento y sus hojas grandes.

La madera obtenida a partir de los arboles de Balsa (Ochroma pyramidale) es la mas
comercial y mas liviana en uso a nivel mundial hoy en dia. Otras 3 especies producen
una madera mas liviana, pero carecen de la fortaleza necesaria. Vista a través de un
microscopio; su estructura es tipo nido de abeja, lo que le permite soportar enormes

cargas distribuyendolas de una celda a la siguiente; por el poco espacio entre sus celdas
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resiste al movimiento de agua a traves de la misma lo que le da su caracteristica de
flotabilidad; posee resistencia a altas temperaturas y al fuego por lo que provee un gran

aislamiento térmico y acustico. (Madepron, 2011).

16



CAPITULO IlIlI
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion fue de tipo evaluativo, en virtud de que el objeto de este tipo de
investigacion es valorar los resultados en razén de los objetivos propuestos para el mismo, con

el fin de tomar decisiones sobre su proyeccidn y programacion para un futuro.

3.2. Método de investigacion

Se aplicé un método analitico y de sintesis, evaluando cuatro plantaciones forestales de
Triplaris cumingiana Fisher y Meyer (Fernan Sanchez), Tectona grandis Linn. F. (Teca), Gmelina
arborea Roxb (melina) y de Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urban (Balsa). Las muestras se
recolectaron utilizando una pala de desfonde, a una profundidad comprendida entre 0 - 20 cm.
El estudio se realizd durante la época lluviosa entre los meses de diciembre 2015 y marzo del
afo 2016. En cada lugar de muestreo se recolectd 10 muestras, cada una estuvo compuesta
por tres submuestras. Las muestras recolectadas desde el campo se almacenaron en

refrigeracion (5 °C) por un tiempo no mayor a 96 horas, antes de su respetivo analisis.

3.2.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron Agar Extracto de Malta (AEM) para los hongos
y Agar Peptona (AP) para las bacterias. Para los grupos funcionales proteoliticos se
empled el medio de cultivo de gelatina, medio amil6lisis para los amiloliticos, medio

amonificacion para los amonificantes.

3.2.2. Poblaciones microbianas estudiadas

3.2.2.1. Recuento de bacterias y hongos

Cada muestra de suelo fue procesada en forma independiente, para ello se pesé 10 g de
suelo que fueron depositados en 100 mL™ de agua destilada estéril, después de agitar

por aproximadamente 5 minutos se tomd 1 mL™ y se deposit6 en un tubo que contuvo 9
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mL de agua destilada estéril, luego de ese tubo se tomé 1 mL™? y se depositd en otro
tubo que también contuvo 9 mL™ de agua destilada estéril, esta metddica se realizd

hasta la dilucion 10”7 (diluciones seriadas).

3.2.2.2. Bacterias

Para el recuento de bacterias, se utilizé el método descrito por Zuberer (1994), a partir
de la dilucion de suelo respectiva, se tomd con una micro pipeta 0,1 mL™ de la
suspension y se depositd en la superficie de una caja petri que contuvo agar peptona, las
cajas sembradas se incubaron por 24 y 48 horas, a una temperatura de 24 °C. Cada

dilucion fue sembrada por triplicado (tres cajas).

3.2.2.3. Hongos

Se realizé de acuerdo al método descrito por Parkinson et al. (1971). Para hacer el
recuento y aislar los hongos se depositd en una caja petri 1 mL? de la dilucion
respectiva, y se le adiciond 2 mL? de una mezcla de antibidticos (50 ug/mL? de
estreptomicina y 50 ug/mL* de penicilina) y 10 mL™ de agar extracto de malta (AEM)
al 2%, las cajas fueron incubadas durante 5 y 6 dias, tiempo al que se efectud los
recuentos y aislamiento de los hongos. El recuento fue expresado como el nimero de
propéagulos fangicos por gramo de suelo seco (PF gss™). Cada dilucion fue sembrada
por triplicado.

3.2.3. Evaluacion de grupos funcionales bacterianos y fungicos

Se realiz6 de acuerdo al método del Numero Méas Probable por gramo de suelo seco
(NMP gss™) que aparece descrito por Woomer (1994). Las poblaciones microbianas
para cada grupo funcional se determinaron por el método del nimero mas probable de
microorganismos por gramo de suelo seco, para lo cual se consulto la tabla McCrady

para tres repeticiones (3 tubos) por dilucidn. Se procedera a contar por cada dilucion, el
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namero de tubos positivos. De este modo se obtendra un nimero caracteristico de tres

digitos, con el que se buscara en la tabla de McCrady el NMP de microorganimos.

3.2.3.1. Grupos funcionales microbianos que participan en el ciclo del nitrégeno.

Proteoliticos. Se realizd de acuerdo al método sefialado por Pochon y Tardieux (1965). De las
respectivas diluciones de suelo se tomd 1 mL™ con una micropipeta y se depositd en un tubo
de ensayo que contendrd 4 mL? de medio de gelatina. Se sembrd 6 tubos por cada dilucién, 3
acondicionadas con la mezcla de antibidticos (50 ug/mL* de estreptomicina y 50 ug/mL? de
penicilina), a razén de 2 mL? por tubo con la ayuda de una micropipeta, para determinar las
poblaciones de hongos proteoliticos y 3 sin antibidticos para determinar las poblaciones de
bacterias proteoliticas. El periodo de incubacién fue de 7 dias para las bacterias y 14 dias para
los hongos. Los tubos positivos contendran gelatina licuada (licuefaccién), esto indico la

degradacion de la proteina.

Amonificantes. Se realizé de acuerdo al método sefialado por Pochon y Tardieux (1965). De las
respectivas diluciones de suelo se tomd 1 mL™ con una micropipeta y se depositd en un tubo
de ensayo que contendrd 5 mL* de caldo de asparragina como fuente de carbono y nitrégeno.
Se sembrd 6 tubos por cada dilucién, 3 acondicionadas con la mezcla de antibidticos (50
ug/mL* de estreptomicina y 50 ug/mL"* de penicilina), a razén de 2 mL™ por tubo con la ayuda
de una micropipeta, para determinar las poblaciones de hongos amonificantes y 3 sin
antibidticos para determinar las poblaciones de bacterias amonificantes. El periodo de
incubacién fue de 20 dias tanto para las bacterias como para los hongos. Los tubos positivos

dieron coloracién amarillo-naranja al reaccionar el amonio con el reactivo Nessler.

3.2.3.2.  Grupos funcionales microbianos que participan en el ciclo del carbono.

Amiloliticos. Se realizd de acuerdo al método sefalado por Pochon y Tardieux (1965). De las
respectivas diluciones de suelo se tomd 1 mL™? con una micropipeta y se depositd en un tubo
de ensayo que contuvo 5 mL™* de medio de Amildlisis (almiddn) como Unica fuente de carbono,
haciendo visible su degradacién por el reactivo yodo-yodurado (Lugol). Se sembrd 6 tubos por
cada dilucidn, 3 acondicionadas con la mezcla de antibidticos (50 ug/mL? de estreptomicina y
50 ug/mL? de penicilina), a razén de 2 mL? por tubo con la ayuda de una micropipeta, para

determinar las poblaciones de hongos amiloliticos y 3 sin antibidticos para determinar las
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poblaciones de bacterias Amiloliticas. El periodo de incubaciéon fue de 10 dias para las
bacterias y 15 dias para los hongos. Los tubos negativos dieron una coloracién azul o caoba al
reaccionar el almidén con el Lugol, y los positivos dieron una coloracién con un ligero tinte

amarillo.

3.2.4. Identificacion de Microorganismos aislados del Suelo.

3.2.4.1. Bacterias

En primer lugar se procedié a obtener cultivos puros, selecciondndose colonias
bacterianas con las que se realiz6 un estriado hasta obtener cultivos puros e iniciar los
procedimientos bacterioldgicos diferenciales. Las colonias puras permitieron llegar a
una primera aproximacion de la diferenciacidn bacteriana como son la tincion Gram y la

prueba de catalasa.

3.24.2. Hongos

Las cepas flngicas en estudio se sembraron en agar extracto de malta (AEM) al 2% e
incubaran a 26 °C por 5 dias. Para determinar las caracteristicas microscopicas, se
realizd montajes en agua destilada, KOH al 10% y azul de metileno en agua. Se observd
las estructuras vegetativas y reproductivas (micelio, conidiéforos, y tipos de esporas).
Para la identificacion se utilizo claves de textos especializados (Von Arx, 1981; Barnett
y Hunter, 1987; Menezes y Olivera, 1993).

3.2.5. Tratamientos y Disefo Experimental

Para fines de analisis se considero cuatro plantaciones forestales, de las cuales se tomo 3
muestras de suelo por cada uno, cada muestra de suelo estuvo comprendida por 5
submuestras. Los parametros que se evaluaron fueron los siguientes: recuento de
poblaciones bacterianas y fungicas, grupos funcionales de microorganismos edéaficos, e
identificacion de hongos a nivel de genero mediante su morfologia y crecimientos en

medios diferenciados.
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La investigacion estuvo estructurada por cuatro tratamientos y tres repeticiones. Los
tratamientos estuvieron constituidos por los suelos de cuatro plantaciones forestales y

por cada tratamiento se recolectd 3 muestras de suelo (repeticiones).

T1: Plantacion forestal de Triplaris cumingiana Fisher y Meyer (Fernan Sanchez)
T2: Plantacion forestal de Tectona grandis Linn. F. (Teca)
T3: Plantacion forestal de Gmelina arborea Roxb (Melina)

T4: Plantacion forestal de Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.) Urban (Balsa)

Analisis de la varianza (ANOVA)

Fuente de Variacion G.L.
Tratamientos (t-1) 3
Error t(r-1) 8
Total (t*r)-1 11

3.3. Poblacidon y Muestra

La poblacion a considerar en la presente investigacion fueron las diversas plantaciones
forestales que se encuentran en la provincia de Los Rios, mientras que para la muestra

se considerd estudiar los suelos de cuatro especies forestales de alto valor econémico.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

La informacion relevante para el cumplimiento del presente proyecto se la obtuvo de los
analisis de campo y laboratorio, asi como de libros especializados, articulos cientificos

y otros textos de interes.

3.5. Instrumentos de la Investigacion
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Se utilizaron los siguientes instrumentos de investigacion: Procedimientos

experimentales, analisis de datos, registro de datos.

3.6. Procesamiento y analisis

Los datos de poblaciones microbianas obtenidas a nivel del laboratorio se transformaron
a logio y se sometieron al anélisis ANOVA mediante el programa estadistico SYSTAT
para Windows. Cuando se detectaron diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos, se aplic la separacion de medias mediante la prueba de Tukey (< 0,05).

23



CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS



4.1. Diversidad y densidad poblacional de hongos y bacterias que estan asociados
a cuatro plantaciones forestales en la provincia de Los Rios, Ecuador

4.1.1. Recuento de poblacién bacteriana

Dentro de los resultados obtenidos sobre la poblacién de bacterias encontradas en las
plantaciones forestales estudiadas, el analisis ANOVA report6 diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos. Se encontrd que las poblaciones bacterianas a las
48 horas del suelo procedente de la plantacion de Gmelina arborea con un valor de
(6,2) fue la mas alta en relacion a los datos obtenidos de los otros suelos, seguido por las
poblaciones de bacterias de los suelos procedentes de Ochroma pyramidale (5,31) y
Tectona grandis (4,83), mientras que la menor poblacién bacteriana se encontr6 en la
plantacion de Triplaris cumingiana con un valor de 4,28. Es necesario recalcar que
estos valores estan considerados en funcién de Unidades formadores de colonias (UFC)

en Logzo (figura 1).

Recuento de poblacion bacteriana

a
b
b
C I I

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arbérea  Ochroma pyramidale

Log 10
N w ~ (2}

[EnY

* Letras distintas indican diferencias significativas
Figura 1. Poblacién bacteriana en suelos bajo cuatro diferentes plantaciones forestales, a las

48 horas después de la inoculacién.
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4.1.2. Recuento de poblacion fungica

En relacion a la poblacién fungica encontrada en los suelos de las diferentes
plantaciones forestales comerciales muestreadas, El andlisis ANOVA (datos
transformados a Logio) a las 48 horas de incubacién permite observar diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, donde el numero de propagulos
fangicos del T4 Ochroma pyramidale result6 ser el mas alto con (5,13), seguido de T2,
T1 y T3 con valores de 4,1; 3,61 y 3,39 respectivamente estadisticamente similares

entre sf.

No obstante, a las 96 horas de incubacion, el comportamiento de la poblacion fangica
mantuvo la misma tendencia que a las 48 horas, encontrandose diferencia estadisticas
significativas entre los tratamientos, estos valores estan considerados en funcion de la
poblacion de hongos en Logio. Donde el valor mas alto en esta variable se encontro en el
T4 con 4,96. (figura 2).

Recuento de poblacion fungica

5 /’
. o 7
— \/

o
—
D3
o === 48 horas
—
96 horas
2
1
0
Triplaris Tectona grandis Gmelina arbérea Ochroma
cumingiana pyramidale

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 2. Poblacién fungica en suelos bajo cuatro diferentes plantaciones forestales, a las 48 y
96 horas después de la inoculacion.
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4.1.3. Caracterizacion bioquimica y morfolégica de colonias bacterianas y
fangicas

En cuanto a la caracterizacion bioquimica y morfoldgica de las colonias bacterianas y
fangicas en la figura 3 y 4 se presenta el porcentaje de colonias aisladas y estudiadas. El
test bioquimico de tincion Gram permitié diferenciar que en suelos bajo plantaciones
forestales de T. grandis y G. arborea habitan mayor cantidad de bacterias Gram (+) con
el 70% y 67% respectivamente, mientras que en suelos bajo O. pyramidale y T.
cumingiana ocurrio lo contrario, predominando las bacterias Gram (-), con el 46 y 45

% respectivamente.

Por otra parte, en lo referente al test morfolégico de la catalasa, el mayor porcentaje de
colonias aisladas tuvo una reaccion positiva en todos los tratamientos estudiados; T.
grandis (72%), T. cumingiana (68%), G. arborea (67%) y O. pyramidale (59%).

Tincion de Gram
80

70

& ab
b
60 a R b
5 b b
3
2
1

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arbérea ~ Ochroma pyramidale

Porcentaje
S
o o o o o

o

¥ Gram positiva ™ Gram negativa
* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 3. Porcentaje de tincion de Gram.
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Test de catalasa

a
a a
ab
a g a
I a I

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arborea Ochroma pyramidale

Porcentaje
= N w iy a1 [*2] ~l [ee]
o o o o o o o o

o

¥ Catalasa positiva ™ Catalasa negativa

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 4. Porcentaje de Test de Catalasa.

4.1.4. ldentificacion fungica en suelos de cuatro plantaciones forestales

Mediante la utilizacién de claves taxondmicas se identificO los diversos géneros
fangicos aislados e identificados en los suelos de cada uno de los cuatro sistemas de
produccion forestales comerciales. EI suelo muestreado bajo la plantacién de Ochroma
pyramidale fue aquel que mostr6 la mayor cantidad de géneros fungicos tanto en
diversidad como en cantidad, mientras que la menor cantidad de hongos fue reportado

en el suelo de la plantacion de Tectona grandis.

Tabla 1. Diversidad de géneros fungicos encontrados en los suelos de cuatro plantaciones

forestales comerciales.
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4.2. Principales grupos funcionales asociados a cuatro plantaciones forestales

comerciales.
s
Plantaciones s 9 = g £ § o 2 E
= = o = —
forestales T = @ 8 5 E g § 2 8 5
xn =23 2 2 o0 I g © &6 = 9 9 9 B
. S P2 s 8 8§ § = = = T © 2 2> 9
comerciales 5 5 £ 8 & 8 T ¢ § & w g £ <=
o Q © o = = 5] c .= o &) (&)
E o © = = o = 2 © o c N «© ¢
< < O OO wWw 2B 2 oo xx & F
Triplaris cumingiana | X X X X X X X X
Tectona grandis X X X X X
Gmelina arborea X X X X X X X X
Ochroma pyramidale | x x X X X X X X X X X X

4.2.1. Bacterias proteoliticas
De los sistemas de produccién evaluados, el analisis ANOVA determiné la existencia

de diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, distinguiéndose dos grupos.
Los tratamientos G. arbdrea (3,926 Logio) y T. grandis (3,748 Logio) fueron los que
mostraron las poblaciones mas altas, pero se comportaron estadisticamente iguales. Por
otra parte, los tratamientos O. pyramidale (3,382 Logio) y T. cumingiana (2,736 L0g10)

se comportaron estadisticamente idénticos pero diferentes a los dos anteriores, y

mostraron las poblaciones mas bajas (figura 5).
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* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 5. Bacterias proteoliticas, aisladas en suelos de cuatro plantaciones forestales
comerciales.

4.2.2. Bacterias amiloliticas

El andlisis ANOVA permitié observar diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos, donde la mayor poblacion bacteriana amilolitica se encontré en el suelo
bajo la plantacion de G. arborea (4,787 Logio) diferenciandose estadisticamente del
tratamiento T. grandis (3,721 Logio), quien presentd la menor poblacion frente a los

demas tratamientos (figura 6).

55
5 a

o

45
4 - c
3,5
3 -
2,5 -
5
1,5 -
1-
0,5 1
0 -

Log.g Bacterias Amiloliticas

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arb6rea  Ochroma pyramidale

Plantaciones forestales

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 6. Bacterias amiloliticas, aisladas en suelos de cuatro plantaciones forestales
comerciales.
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4.2.3. Bacterias amonificantes

En la figura 7 se observa las poblaciones bacterianas amonificantes encontradas en
suelos bajo cuatro diferentes plantaciones forestales. El andlisis ANOVA permitio
determinar la existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos,
donde el suelo procedente de una plantacion de T. grandis mostré la mayor poblacién
bacteriana (6,981 Logio), seguido de los tratamiento O. pyramidale y T. cumingiana
(5,382 Logw) y (5,354 Logio) respectivamente, quienes estadisticamente se
comportaron idénticos. Por otra parte, la menor poblacion bacteriana amonificante se

encontrd en el tratamiento G. arbérea (4,173 Logo).

7,5 g

6,5

55

4,5

3,5

2,5

15

0,5
0 . . .
Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arborea Ochroma pyramidale

Log,o Bacterias Amonificantes
w

Plantaciones forestales

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 7. Bacterias amonificantes, aisladas en suelos de cuatro plantaciones forestales
comerciales.
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4.2.4. Hongos proteoliticos

Los datos obtenidos de la poblacion fungica proteolitica encontrada en suelos de los
sistemas de produccion muestreados y analizados mediante el ANOVA demostraron
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos. El tratamiento suelo procedente
de una plantacion de G. arborea mostré ser superior estadisticamente frente a los demas
tratamientos (5,712 Logio), mientras que la menor poblacion fungica (3,721 Logio) se
obtuvo en el tratamiento suelo procedente de T. grandis, aunque estadisticamente fue
similar a O. pyramidale y T. cumingiana (figura 8).

55

lop

4,5

o

3,5 1

2,5 1

1,5 1

Log,o Hongos Proteoliticos

0,5 1

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arbérea Ochroma pyramidale

Plantaciones forestales

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 8. Hongos proteoliticos, aislados en suelos de cuatro plantaciones forestales
comerciales.
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4.2.5. Hongos amiloliticos

En la figura 9, se muestran las poblaciones fungicas amiloliticas encontradas en suelos
bajo las diferentes plantaciones forestales comerciales. EI anélisis ANOVA determind la
existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos estudiados,
donde el tratamiento G. arborea (5,252 Logio) fue estadisticamente superior a los
demas tratamientos. La menor poblacion fungica amilolitica (3,012 Logio) se encontrd

en el tratamiento suelo procedente de una plantacion de O. pyramidale.

Log,o Hongos Amiloliticos

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arbérea Ochroma pyramidale

Plantaciones forestales

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 9. Hongos amiloliticos, aislados en suelos de cuatro plantaciones forestales
comerciales.
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4.2.6. Hongos amonificantes

En la figura 10 se muestra las poblaciones fungicas amonificantes encontradas en suelo
bajo diferentes sistemas de produccién. El analisis ANOVA determing la existencia de
diferencia estadistica significativa entre tratamientos, donde el tratamiento con la
poblacion superior fue T. grandis (5,827 Logio), diferenciandose de los demas
tratamientos. No obstante la menor poblacion fungica amonificante se encontrd en el

tratamiento de G. arbdrea (3,595 Log10).

6,5

55

4,5 1

3,5 1
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Log,o Hongos Amonificantes
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0,5 1

Triplaris cumingiana Tectona grandis Gmelina arbérea Ochroma pyramidale

Plantaciones forestales

* Letras distintas indican diferencias significativas

Figura 10. Hongos amonificantes, aislados en suelos de cuatro plantaciones forestales
comerciales.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1. CONCLUSIONES

El recuento bacteriano a las 48 horas si presento diferencias estadisticas significati.
siendo el suelo procedente de Gmelina arbdrea el que mejor resultados mostré con un

valor de 6,2 Logio.

En cuanto al test bioquimico de tincion de Gram se pudo observar que en suelos bajo
plantaciones forestales de T. grandis y G. arbdrea habitan mayor cantidad de bacterias

Gram (+) con el 70% y 67%, respectivamente.

La prueba de catalasa dio como resultado que el mayor porcentaje de colonias aisladas
tuvo una reaccién positiva en todos los tratamientos estudiados; T. grandis (72%), T.
cumingiana (68%), G. arborea (67%) y O. pyramidale (59%).

Se pudo observar, en cuanto al recuento de poblaciones fungicas que a las 48 y 96 horas
de incubacion permite observar diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos, donde el namero de propagulos fangicos del T4 Ochroma pyramidale
resulto ser el més alto con (5,13).

En el tratamiento de la plantacion forestal de Ochroma pyramidale el recuento de
poblaciones de hongos en la dilucion 10° se observo el crecimiento del género
Penicillum de color de verde - amarillo, esto puede indicar que este hongo puede ser un

potencial patégeno cuando no hay mucha competencia por el sustrato.
Las poblaciones bacterianas y fungicas Proteoliticas del suelo G. arbdrea y T. grandis

son mayores que los otros tratamientos, siendo el suelo de T. cumingiana el de menor

poblacién proteolitica

En cuanto a las poblaciones Bacterianas y Fungicas Amiloliticas, las mayores

estuvieron presentes en el tratamiento de G. arbérea.
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En los Amonificantes el tratamiento de T. grandis obtuvo la mayor cantidad, tanto en el
ensayo realizado en hongos como en bacterias.

5.2. RECOMENDACIONES

En funcion de la experiencia obtenida en la presente investigacion se recomienda que es
indispensable realizar el recuento bacteriano hasta las 24 horas, en virtud que en horas

posteriores a las 24 existe una division celular acelerada y se vuelve incontable.

Después haber obtenido los resultados de esta investigacion se recomienda seguir con
estudios de actividades enzimaticas tales como Deshidrogenasas, Fosfatasas, Ureasa.

Realizar estudios con el hongo de género Penicillum encontrado en el sistema de
produccion de Ochroma pyramidale, ya que puede ser un potencial patégeno en esta

especie.
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ANEXOS

Cueveda, 16 de mayo def 2016

Ing. Roque Vivas Moreira
DIRECTOR DE POSGRADD
PRESENTE.-

La presente as con 2l objeto de poner a viestra cansideracion el infarmme emitida por el sistema,
de |3 herramienta antiplagio URKUND del proyacta de investigecidn de Maestria en Manejo y
Aprovechamiento Forestal tituieda: MiCROORGANISMOS EDAFICOS ¥ SU NIVEL DE ASOCIACION
EN SUELOS DE CUATRD PLANTACIDNES FORESTALES EN LA PROVINCA DC LOS RIOS, ECUADOR,
2018, dal Ingentero Gabriel lvan Morales Castiilo,

Como director del proyecto certifio que este trabajo ha cumplido son tos parametros establecidos
en el reglamente de posgrade (79%) para cuyo efecto estoy edjuntando la captura de pantalla
emlitida por el URKUND.

Por ls atenclén que se sivva dar a ia presente, me susctiho de usted.

Atenlamente’?f,;"‘)
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Anexo 1. Recuento de bacterias, crecimiento bacteriano en cajas petri que contiene agar

peptona.

Anexo 2. Recuentos flngico, crecimiento de hongos en cajas petri que contiene agar

extracto de malta.

Anexo 3. Tincién de GRAM visto bajo el microscopio y montajes.
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GRAM (-) GRAM (+)

Anexo 4. Prueba grupo funcional de Proteoliticos en medio de cultivo de gelatina (+

tubo positivo — tubo negativo).

Anexo 5. Prueba grupo funcional de Amiloliticos en medio de cultivo para la amil6lisis
(+ tubo positivo — tubo negativo).

Anexo eba grupo e amonificantes en medio de cullivo para la

amonificacion (+ tubo positivo — tubo negativo). Pruebas amonificantes.
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Anexo 7. Andlisis de varianzas de los microorganismos edaficos.

BACTERIAS PROTEOLITICAS

Grados de Sumade  Cuadrados F
Libertad cuadrados medios  calculada prob.
TRATAMIENTO 3 13,163 3,725 24,117 0,000
ERROR 8 1,627 0,194
total 11 14,790
BACTERIAS AMILOLITICAS
Grados de Sumade  Cuadrados F
Libertad cuadrados medios  calculada prob.
TRATAMIENTO 3 12,892 2,620 24,920 0,000
ERROR 8 1.026 1,219
total 11 14,008
BACTERIAS UREOLITICAS
Grados de Sumade  Cuadrados F
Libertad cuadrados medios  calculada prob.
TRATAMIENTO 3 11,029 2,628 23,901 0,000
ERROR 8 1,823 1,283
total 11 12,852
BACTERIAS AMONIFICANTES
Grados de Sumade  Cuadrados F
Libertad cuadrados medios calculada prob.
TRATAMIENTO 3 11,834 1,369 23,172 0,000
ERROR 8 1,692 0,937
total 11 13,526
HONGOS PROTEOLITICOS
Grados de Sumade  Cuadrados F prob.
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Libertad cuadrados medios calculada
TRATAMIENTO 3 12,981 3,483 52,623 0,000
ERROR 8 0,957 0,723
total 11 13,938
HONGOS AMILOLITICOS
Grados de Suma de Cuadrados F
Libertad cuadrados medios  calculada prob.
TRATAMIENTO 3 13,629 2,835 35,980 0,000
ERROR 8 0,962 0,202
total 11 14,591
HONGOS AMONIFICANTES
Grados de Suma de Cuadrados F
Libertad cuadrados medios calculada prob.
TRATAMIENTO 3 14,631 2,562 34,373 0,000
ERROR 8 1,893 1,649
total 11 16,524
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