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RESUMEN

El adecuado funcionamiento de los sistemas agricolas 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. El objetivo de este
estudio fue, evaluar consorcios microbianos disefiados sobre el desarrollo del cultivo de
tomate (Solanum lycopersicum) bajo invernadero. El ensayo se realiz6 en el invernadero
de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Cuenca. Se implement6 un disefio experimental de Blogues al Azar con 12 tratamientos
y cinco repeticiones, con un arreglo factorial (3 x 2 x 2). Se evaluaron los siguientes
factores: factor A, tres sustratos (Suelo mineral, Suelo mineral mas Biocarbono y suelo
mineral mas materia organica); factor B, inoculacion de los consorcios microbianos (con
y sin inoculacién) y factor C constituido por la cobertura de mulch de plastico (cony sin
cobertura). Las variables de respuesta fueron altura de la planta, didmetro del tallo, tasa
de emision foliar, densidad estomatica, conductancia estomética, contenido relativo de
agua, contenido de clorofila, contenido de nitrato en la sabia, pH, C.E y D.A. Por ultimo,
se caracterizd la estructura y la composicion de consorcios funcionales de
microorganismos mediante un andlisis de DGGE de bacterias y hongos del suelo. Con los
datos se realiz6 un ANOVA, los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas a nivel de las comunidades microbianas antes y después de la aplicacion de
las mismas. Asi también al analizar las propiedades fisico-quimicas del suelo muestreado,

no hubo cambios significativos, es decir se registraron resultados similares.

Palabras Clave: Biocarbono, Consorcios microbianos, Mulch, Analisis DGGE.
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ABSTRACT

The proper functioning of agricultural systems depends largely on the microbial activity
of the soil, since microorganisms are the protagonists of various beneficial actions for the
plants with which they are associated. The objective of this study was to evaluate
microbial consortiums designed on the development of tomato cultivation (Solanum
lycopersicum) under greenhouse. The test was carried out in the greenhouse of Plant
Physiology of the Faculty of Agricultural Sciences of the University of Cuenca. An
experimental design of Random Blocks was implemented with 12 treatments and five
repetitions, with a factorial arrangement (3 x 2 x 2). The following factors were evaluated:
factor A, three substrates (Mineral soil, Mineral soil plus Biocarbon and mineral soil plus
organic matter); factor B, inoculation of microbial consortia (with and without
inoculation) and factor C consisting of plastic mulch coverage (with and without
coverage). The response variables were plant height, stem diameter, leaf emission rate,
stomatic density, stomatic conductance, relative water content, chlorophyll content,
nitrate content in the sage, pH, C.E and D.A. Finally, the structure and composition of
functional consortia of microorganisms was characterized by a DGGE analysis of bacteria
and soil fungi. With the data an ANOVA was performed, the results obtained did not
show significant differences at the level of the microbial communities before and after
their application. Also, when analyzing the physicochemical properties of the sampled
soil, there were no significant changes, that is, similar results were recorded.

Keywords: Biocarbon, Microbial Consortiums, Mulch, DGGE Analysis.
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C.E: Conductividad eléctrica.

D.A: Densidad aparente.

DGGE: Gel con gradiente desnaturalizante.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

UTUS: unidades taxondmicas operacionales
pM: Micrometro
ng: Nanogramo

ul: Microlitro

pb: Pares de bases
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial el tomate rifion es el segundo cultivo horticola mas importante
después de la papa. Puede ser cultivado a campo abierto o en invernadero, siendo esta
Gltima la practica mas comun debido a que permite extender el ciclo de produccion (SIPA,

2016).

Por ser una hortaliza de consumo masivo, su popularidad aumenta debido a
su alta produccion y rentabilidad (Pichisaca, 2003). Sin duda, esta alternativa es un
rubro significativo en la economia actual de las familias campesinas ecuatorianas, por lo
que se encuentra en casi todas las provincias del Ecuador, localizdndose su maxima
concentracion de superficie en las provincias de Manabi y el Guayas (Alvarez et al.,
2014). Mientras que en la sierra ecuatoriana las provincias con mayor superficies
sembradas son Imbabura, Cotopaxi, Chimborazo, Tungurahua, Azuay y Loja (SIPA,

2016).

Es asi que la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO), en el afio 2017, menciona que en una superficie de 1,954 hectareas se
produjeron 62,675 toneladas de tomate fresco en el Ecuador. Por otro lado, el Sistema de
Informacion Publica Agropecuaria SIPA (2018) afirma que en el Ecuador existian 1,606
hectareas sembradas de tomate de mesa. Con estos datos podemos obtener que el
rendimiento promedio de tomate de mesa en el Ecuador es de 20.62 toneladas por

hectarea.

Sin embargo, ante la importancia de este cultivo a nivel nacional, el agricultor ha sido
obligado a la adopcidn de préacticas agronémicas que aumenten la eficiencia y aporten un

mayor rendimiento en los cultivos como por ejemplo el uso de pesticidas y fertilizantes

WASHINGTON ORTIZ — TANIA YUNGA 16
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de sintesis quimicos. No obstante, el mal uso y manejo de estos pueden conllevar a

provocar un agotamiento significativo del suelo.

Asimismo, estos productos sintéticos pueden ocasionar cambios en la composicion
vegetal, pérdida de fertilidad y la disminucién de la materia organica (lzquierdo, 2017).
A su vez, estas caracteristicas del suelo son importantes para mantener la vida de las
comunidades microbianas del suelo. Las mismas que cumplen funciones importantes

dentro de la salud de los ecosistemas (Olalde & Aguilera, 1998).

WASHINGTON ORTIZ — TANIA YUNGA
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2. JUSTIFICACION

Uno de los puntos criticos que afectan la sostenibilidad de la agricultura es el mal
manejo de diversas practicas agricolas, tales como riego, rotacion de cultivos, la labranza
y el uso de productos de sintesis quimica. De esta manera ha sido necesario adoptar estas
tecnologias para la obtencion de una buena produccion y rendimiento de alta calidad. Por
lo que es necesario utilizar grandes cantidades de estos productos de sintesis quimica.
Siendo esto un gran problema a nivel mundial, ya que su aplicacién continua e
indiscriminada conlleva a la degradacion de la calidad del suelo perjudicando el adecuado
desarrollo de las plantas, lo cual reduce eventualmente los rendimientos agricolas (Nufiez,

2016).

Debido a lo anterior, se esta dando mayor importancia al uso de alternativas que
permitan recuperar los suelos, de tal forma que se logre una produccién optima sin
deterioro del medio. Por lo cual la utilizacion y el aprovechamiento potencial
microbiologico del suelo es necesario para reducir el uso de productos de sintesis y de
esta manera mejorar el desarrollo y la sostenibilidad integral del sistema agricola
(Gutiérrez etal., 2014). Permitiendo obtener una produccion a bajo costo, que no

contamine el medio ambiente y que mantenga la fertilidad y la biodiversidad del suelo.

Es asi que, la presente investigacion, pretende evaluar el desempefio vegetal en
suelos enriquecidos con comunidades microbianas disefiadas en tomate rifién (Solanum
lycopersicum) y observar su comportamiento agronomico mediante la inoculacion de
comunidades microbianas que constituyen una alternativa para la denominada
intensificacion sostenible, debido a que aumenta la productividad de los cultivos

reduciendo el aporte de insumos y favoreciendo la sustentabilidad agricola.

WASHINGTON ORTIZ — TANIA YUNGA 18
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Estos microorganismos influyen directamente en el crecimiento y desarrollo de las
plantas ya que aportan fuentes de Cy N (Ferrera & Alarcon, 2001). Ademas, cumplen un
papel importante en la estructuraciéon y formacion del suelo y en la movilizacion de
nutrientes en donde cada tipo de organismo efecttia una funcion especifica (Asociacion

Vida Sana, 2014). Permitiendo la disminucion de los niveles de fertilizacion y pesticidas

de sintesis quimicas (Toloza & Lizarazo, 2014).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general del proyecto (OG)

Evaluar consorcios microbianos disefiados sobre el desarrollo del cultivo de tomate

(Solanum lycopersicum) bajo invernadero

3.2. Objetivos especificos (OE)

Evaluar las caracteristicas agronémicas y fisioldgicas del cultivo de tomate de mesa

cultivado en sustratos inoculados con los consorcios.

Caracterizar la dindmica de establecimiento y estabilidad de consorcios funcionales

de microorganismos bajo condiciones del cultivo de tomate.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen diferencias en las propiedades fisiol6gicas del cultivo de tomate rifién y

agronémicas del suelo antes y despues de la inoculacion de consorcios microbianos

disefiados?
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1. Diversidad y funcionalidad de microorganismos en suelos agricolas

El suelo representa el habitat apropiado para el crecimiento y desarrollo de los
microorganismos, entre los que se incluyen algas, hongos, actinomicetos y bacterias.
Estos microorganismos, junto a los componentes de la micro fauna, forman la llamada
micro biota del suelo. En donde la actividad y diversidad del micro biota condiciona la
fertilidad del suelo, la estabilidad y funcionamiento de ecosistemas naturales y los

agroecosistemas (Lopez et al., 2015)

Lopez et al. (2015), mencionan que la gran diversidad microbiana es esencial para
garantizar el reciclaje de los nutrientes y los procesos de descomposicion del material
vegetal en cualquier ecosistema terrestre. Debido a los procesos bioldgicos como la
oxidacion, la reduccion, la descomposicion de la materia organica y la mineralizacion, asi

como las interacciones intraespecificas e interespecificas que se establecen en el suelo.

La poblacion de microorganismos del suelo esta entre uno y 100 millones de
microorganismos presentes por gramo de suelo, siendo las bacterias y hongos los mas
predominantes, generando relaciones benéficas entre la diversidad microbiana, el
funcionamiento y conservacion de los suelos, la calidad de las plantas y la sostenibilidad
de los ecosistemas. Por lo tanto, el funcionamiento de estos ecosistemas han demostrado
que los microorganismos forman un gran conjunto de interacciones entre sueloy la
raiz que da lugar al desarrollo de un ambiente dindmico conocido como rizosfera,
donde una variedad de formas microbianas pueden desarrollarse activamente y en

equilibrio (Pedraza et al., 2010).
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Segun Barea, Azcén & Aguilar (2005) citados por Pedraza et al. (2010) menciona
que la mayoria de los estudios microbioldgicos de la rizosfera se han centrado su atencion
en bacterias y hongos, especialmente aquellos que describen interacciones microbianas
cooperativas. De acuerdo con sus funciones, estos se han agrupado en degradadores de
residuos organicos, bacterias promotoras del crecimiento vegetal, hongos y bacterias
antagonistas de patogenos de raices. Algunos de estos microorganismos, los endofiticos,
colonizan internamente los tejidos radicales y desarrollan actividades dentro de la planta
que influencian la promocion del crecimiento y proteccion vegetal. Algunos de ellos son
simbiontes mutualistas de las plantas y entre los mas importantes se incluyen a las

bacterias fijadoras de nitrégeno y a los hongos micorricicos.

Es asi que en un analisis realizado por la FAO (2015), menciona que los
organismos del suelo son elementos fundamentales en los ciclos de nutrientes, regulando
asi la dindmica de la materia organica del suelo, la captacién de carbono y las emisiones
de gases de efecto invernadero, modificando la estructura fisica del suelo y los regimenes
hidricos, aumentando el volumen y eficiencia de la absorcion de nutrientes por la
vegetacion mediante relaciones mutuamente beneficiosas y mejorando la salud vegetal.
Estos servicios son esenciales para el funcionamiento de los ecosistemas naturales y
constituyen un recurso importante para la gestion sostenible de los sistemas agricolas.
De tal forma que las raices de las plantas produzcan exudaciones de sustancias
pertinentes, para que alrededor de sus rizosferas se desarrollen los microorganismos que
mas les beneficien en la captacion de agua y los nutrientes que necesitan para
desarrollarse. Ademas, que actian como un sistema inmune que las defienden de los
patdgenos. Es asi que sus exudados atraen a sus mejores socios, intentado eliminar de su

entorno a los mas nocivos (Ibafiez, 2018).
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5.2. Efectos de la actividad microbiana del suelo en el desarrollo de los cultivos

Las bacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPR) promueven el
crecimiento vegetal mediante diferentes mecanismos, tanto directos como indirectos, al
tiempo que inducen la resistencia sistémica de las plantas tanto a estreses biéticos (ataques
de patdgenos) como abidticos (sequia, salinidad, temperatura, contaminantes, etc.)

(Benjumeda, 2017).

Los mecanismos indirectos pueden incluir aquellos en los que las bacterias
producen antibiodticos y otros metabolitos con efecto antagonico hacia los fitopatogenos
(Angulo et al., 2014). Por otro lado, los directos son aquellos en los que las bacterias
tienen un impacto directo en el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de la
sintesis de sustancias fitoestimulantes (auxinas, gibelinas, citoquininas, acido
indoleaceético y etileno) y la excrecion de compuestos organicos volatiles (acetona,

compuestos de azufre, etc.) (Benjumeda, 2017).

Por otra parte, las micorrizas arbusculares han sido ampliamente descritas como
favorecedoras del crecimiento vegetal. La colonizacién micorrizica produce cambios
fisicos, bioguimicos y fisioldgicos en las raices que conducen a un mejor estado general
de la planta y contribuyen a aliviar las situaciones de estrés de caracter abiotico (metales
pesados, salinidad) y bidticos (ataques de patégenos, cambios microbianos en la

rizésfera) (Grageda et al., 2012).

De tal forma que Grageda etal. (2012) indican que los biofertilizantes son
productos realizados a base de microorganismos, que al ser inoculados pueden vivir

asociados o en simbiosis con las plantas ayudando a su nutricion y proteccion. Estos
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microorganismos benéficos se encuentran de forma natural en el suelo y forman parte de
una gran diversidad de grupos. Ademas, los biofertilizantes incrementan el
abastecimiento de los nutrimentos por su accion sobre los ciclos biogeoquimicos, tales
como la fijacion de Ny, la solubilizacion de elementos minerales o la mineralizacion de
compuestos organicos. Armenta Bojorquez et al. (2010) menciona que la utilizacion de
cepas nativas de microorganismos benéficos en la elaboracién y fabricacion de
biofertilizantes, presentan mayores posibilidades de efectividad en el campo, por estar

adaptados a las condiciones del suelo de cada region.

También se dice que los biopesticidas son microorganismos benéficos que
controlan naturalmente a otros microorganismos 0 a insectos que se encuentran en
cantidades que pueden causar reducciones de rendimiento. Por ende, hay algunos que son
especificos para una determinada plaga, aunque la mayoria de los biopesticidas son
genéricos y controlan a muchas especies. Por ejemplo, Trichoderma sp o Bacillus subtilis
son microorganismos que controlan muchos tipos de hongos y bacterias (Abecasis, 2018).
Sin embargo, las poblaciones de los microorganismos que interactian como
biofertlizantres y biopesticidas son afectados por el manejo de suelo y uso excesivo de

agroquimicos.

Por ende, para poder aprovechar al maximo el potencial microbiologico del suelo
es necesario realizar un analisis de sustentabilidad. Donde se requiere de un conocimiento
detallado de las interrelaciones que se presentan entre los microorganismos seleccionados
incorporados (inoculantes) frente a la compleja comunidad microbiana natural que habita
ese microambiente; en este sentido, el mantenimiento de la viabilidad, diversidad de la

poblacion y el funcionamiento de las comunidades microbianas del suelo es esencial para
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la agricultura sustentable. Esto se debe a que la fertilidad de un suelo no s6lo depende de
la composicion quimica, sino también de la naturaleza cualitativa y cuantitativa de los

microorganismos que habitan en él (Pedraza et al., 2010).

5.3. Aplicacion comercial de microorganismos benéficos (o consorcios) en cultivos

En la agricultura los productos comerciales que estan constituidos a base de
microorganismos son considerados como bioinsumos. Que son productos de origen
bioldgico, formulados con microorganismos (ej. bacterias, hongos, virus) o con
compuestos bioactivos microbianos. Los cuales son utilizados para mejorar la
productividad, la calidad y la salud de las plantas, o las caracteristicas bioldgicas del
suelo. Para realizar una formulacion de un bioinsumo, las cepas o metabolitos
microbianos son seleccionados por su capacidad de promover el crecimiento vegetal: de
forma directa facilitando la asimilacion de nutrientes por la planta o indirecta
contribuyendo al manejo sanitario de plagas y enfermedades de impacto econdémico. Por
otra parte, tenemos que los bioinsumos también poseen otras denominaciones alternativas
como inoculantes, agentes microbianos de control biologico, bioplaguicidas, entre otros.
Cabe destacar que muchas veces una misma cepa microbiana puede interactuar al mismo

tiempo como un biofertilizante o biocontrolador (INIA, 2012).

Por tal razdn Lira (2018) menciona que existe una gran diversidad de microorganismos

utilizados en la agricultura, estos puede ser:

e Fijadores bioldgicos de nitrogeno como: Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp.,

Azotobacter sp. y Azospirillum sp.
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e Los solubilizadores de fosforo como: Bacillus sp., Pseudomonas sp., Penicillium
sp., Trichoderma sp. y Aspergillus sp.

e Movilizadores de fosfatos como: hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA), destacando Rhizophagus sp., Endogone sp., Gigaspora sp.,
Acualospora sp. y Scutellispora sp.

e Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) como: Pseudomonas sp.
Agrobacterium sp., Bradyrhizobium sp., Azotobacter sp., Azospirillum,

Streptomyces sp. y Xhanthomonas sp

Ademas, la produccion de bioinsumos se realiza en paises desarrollados donde es una
practica adoptada. Se fabrican por empresas gubernamentales o privadas en donde los
inoculantes son inocuos y se requiere de un cuidadoso manejo para no disminuir su
efectividad (Grageda et al., 2012). Estos productos son elaborados como cualquier otro
fertilizante, pueden formularse como concentrado soluble, suspension concentrada, polvo

soluble, polvo mojable o microcépsulas (Soriano, 2012).

Algunos se aplican al suelo directamente antes o después de la siembra del cultivo,
mediante aspersion o en el surco de siembra o sobre toda la superficie. Otros se mezclan
con la semilla. También existen productos para ser aplicados al follaje. Las dosis y épocas
de aplicacion durante todo el ciclo del cultivo dependeran de la instrucciones del

fabricante del producto y de las concentraciones (Asociacion Vida Sana, 2014).

Una de sus limitaciones es que cuestan mas y la productividad se ve disminuida
al corto plazo, pero la inversion se ve compensada por el aumento en la productividad a
largo plazo ya que debe de pasar por un proceso de transicion. Tampoco pueden

exponerse prolongadamente al sol y algunos incluso requieren refrigeracion para su
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almacenamiento. Otra limitacion es que deben de aplicarse a ciertas horas para mejorar
su efectividad y requiere que el suelo tenga una cierta humedad todo el tiempo para que

los microorganismos puedan seguir vivos (Garcia, 2017).

5.4. Efectos de la aplicacion de microorganismos y bioproductos en el cultivo de

tomate

Poulton, Bryla, Koide & Stephenson (2002), menciona que la aplicacién de
micorrizas como Glomus clarum y Azospirillum brasilense en el cultivo de tomate
aumenta el numero total de flores y la produccion de frutos por planta. Permitiendo

obtener mayor rendimiento.

Ademas, Hernandez & Chailloux (2004) afirma que la inoculacién con Glomus
mosseae y Glomus fasciculatum en plantulas de tomate permiten modificar la arquitectura
del sistema radicular a través del desarrollo de las hifas en el suelo. De esta manera
transfiere hacia la planta elementos minerales, agua y otras sustancias importantes para

el crecimiento vegetal.

Mientras que en un estudio realizado por Terry & Leyva (2006) sefiala que las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) y los hongos micorricicos
arbusculares (HMA), estimulan positivamente el crecimiento de las plantas. Permitiendo
contribuir en el estado nutricional de las mismas y generando de esta manera incrementos

en el rendimiento y en la eficiencia de la fertilizacion nitrogenada.

Por otra parte en un estudio realizado por Vera (2010), menciona que las plantas

de tomate tratadas con micorrizas se desarrollan mejor que las nutridas quimicamente, ya
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que las micorrizas indujeron un mayor numero de hojas, diametro de tallo, peso de

biomasa humeda, peso de biomasa seca y precocidad de floracion.

Ademas Simbaqueba (2015), reporta que algunas cepas de Trichoderma spp, son
capaces de inducir resistencia sistémica en tomate (Solanum lycopersicum) frente a un
amplio espectro de patégenos y promueven el crecimiento vegetal. Estos fendmenos
proveen un importante mecanismo por el cual es posible mejorar la produccion del tomate

sin recurrir a mayores aplicaciones de insumos y plaguicidas.

Igualmente en plantas de tomate injertadas para lograr mayor resistencia a la
salinidad, el uso de portainjertos inoculados con hongos micorricicos arbusculares
incremento el rendimiento total y comercial, ademas de mejorar parametros de calidad
como el aumento de los contenidos de vitamina C y la disminucién de la acidez (Medina,

2016).

Finalmente Oseas & Antonio (2017) realizaron un analisis donde el uso de los
microrganismos estimula positivamente el crecimiento, desarrollo y rendimiento en el
cultivo del tomate a partir de una alta colonizacién. Este resultado apoya el criterio de
seleccion de esta especie como una alternativa eficiente para la produccién del cultivo del

tomate.
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5.5. Microorganismos utilizados en el disefio de consorcios microbianos

Un consorcio microbiano es basicamente un grupo de microorganismos que se aplican
juntos con la intencién de que su accién en conjunto produzca algun efecto beneficioso
tanto en el suelo como en la planta. Por ende, en este trabajo se utiliz6 los siguientes

microorganismos:

e Trichoderma spp

Las especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas por todo el
mundo, y se encuentran naturalmente en diferentes ambientes, especialmente en aquellos
que contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion (Martinez et al.,
2013). Ademas, las especies de Trichoderma no son exigentes con relacién al pH del
sustrato. Pueden crecer en suelos con pH desde 5,5 a 8,5, aunque los valores 6ptimos se
encuentran entre 5,5 a 6,5 es decir en un ambiente ligeramente acido. El desarrollo
de Trichoderma se activa con la presencia de humedad, con Optimo de 60% de la
capacidad de retencion de humedad del suelo (Villegas, 2005). A porcentajes mayores de
saturacion, la colonizacion y sobrevivencia disminuyen por baja disponibilidad de
oxigeno. Los aislamientos de Trichoderma ayudan a la descomposicion de materia

organica, ademas de los hongos a los cuales degrada (Paez, 2006).

De igual forma Trichoderma ejerce su accion como antagonista y colonizador de
las raices, ayudando a la aceleracion del desarrollo del sistema radicular que posibilita la
tolerancia al estrées por parte de la planta. Ademas, ayuda a la solubilizacién y absorcion
de nutrientes inorganicos, a la estimulacion del crecimiento vegetal y a la induccion de

resistencia (Martinez etal., 2013). También estos actGan indirectamente sobre los
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bioquimicos en la planta. El estudio de estos modos de accion en condiciones de campo

es complejo, pues Trichoderma es un hongo cuyo habitat es el suelo y la mayoria de estos

procesos se efectdan en la rizésfera (Martinez et al., 2013).

e Lecanicillium spp

Los hongos en el género Lecanicillium (anteriormente clasificado como la especie
Gnica Verticillium lecanii) son patdgenos importantes de insectos y algunos se han
desarrollado como bioplaguicidas comerciales. Lecanicillium spp utiliza tanto fuerzas
mecanicas como enzimas hidroliticas para penetrar directamente en el integumento del
insecto y la pared celular del patdgeno fangico de la planta. Ademas, las cepas de
Lecanicillium spp. puede tener un potencial de desarrollo como un Unico agente de
control microbiano eficaz contra varias enfermedades de plantas, insectos plaga y
nematodos parasitos de plantas, debido a sus caracteristicas antagénicas, parasitarias y

que inducen resistencia a enfermedades (Goettel et al., 2008).

e Beauveria bassiana

Beauveria bassiana, es un hongo entomopatégeno que pertenece a la clase
Deuteromycetes, de acuerdo con la morfologia de la estructura reproductora y
comunmente se encuentra parasitando un alto nimero de especies de insectos, por lo que
es considerado uno de los patdgenos méas importantes de insectos. Los insectos muertos
infectados por especies de Beauveria, presentan una cubierta blanca muy densa formada

por el micelio y esporulacién del hongo (Colombo et al., 2012).
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e Bacillus spp

Bacillus es un género altamente presente en la rizosfera de diversos cultivos
debido a su capacidad de formacion de esporas que le da una ventaja de supervivencia en
la riz6sfera vegetal (Calvo & Zufiga, 2010).Ademas, Bacillus es secretor de proteinas y
metabolitos eficientes para el control de plagas y enfermedades, promueve el crecimiento
vegetal a través de la solubilizacién de fosforo y la produccién de reguladores de
crecimiento como el acido indol acético; asi mismo participa en la fijacion de nitrégeno
cuando hace parte de consorcios microbianos. Como biofertilizante es una opcién
amigable para el suelo y el ambiente que da respuesta a la necesidad de implementar la

agricultura sostenible (Corrales et al., 2016).

e Paecilomyces spp

Es un hongo filamentoso que se puede encontrar naturalmente en el suelo, es
altamente adaptable por lo que puede llegar a ser entomopatdgeno, micoparasito,
saprofito o nematdfago. Paecilomyces es un hongo especialmente utilizado en la
represion de los nematodos principalmente del género Meloidogyne (Cafion & Sanabria,

2017).

e Pseudomonas spp

Las cepas de Pseudomonas actuan con actividad antagonista frente a
fitopatdgenos que afectan a los cultivos de importancia econdmica. Este género
bacteriano constituye un excelente ejemplo de la combinacidn de multiples mecanismos
a traves de los cuales ejerce un efectivo control bioldgico, incluyendo el antagonismo

directo y la induccion de resistencia en la planta. Sin embargo, Pseudomonas no tiene la
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capacidad de producir esporas de resistencia, lo que limita su formulacion para uso

comercial (Pérez et al., 2015).

Ademas, el género Pseudomonas tiene una gran capacidad para solubilizar
fésforo. La bacteria puede realizar esta actividad a través de dos vias: la primera es la
produccion de acidos organicos (citrico, oxalico, gluconico) que acttan sobre el pH del
suelo, favoreciendo la solubilizacion del fosforo inorganico y liberando el fosfato al suelo.
La otra via es a través de las fosfatasas, estas son enzimas hidrolasas (Monoesterasas y
diesterasas fosfdricas) que actuan sobre las uniones ésteres, liberando los grupos fosfatos
de la materia organica. Ambas vias generan una mayor cantidad de fosfato, disponible

para ser absorbido por las raices de las plantas (Cornelis, 2008).

Otro aspecto muy importante de este género es la produccion de sustancias
estimuladoras del crecimiento. Las principales sustancias de este tipo son hormonas
(auxinas, gibelinas y citoquininas). Ademas, también producen aminoécidos y
promotores especificos del crecimiento vegetal. La produccion de estas sustancias es
posible siempre que sea adecuada la concentracion de organismos en el sistema radicular
y que en el suelo haya suficiente cantidad de materia organica (Ramyasmruthi et al.,

2012).

5.6. Electroforesis en gradiente con gel desnaturalizantes para el estudio de

diversidad de comunidades microbianas

La Electroforesis en DGGE (Gel de Poliacrilamida con Agente Desnaturalizante), se
basa en la extraccion del ADN metagenomico directamente de muestras de suelo. Su

amplificacion mediante PCR (Polimerase Chain Reaction), de los genes ribosomales u
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otros marcadores moleculares presentes en la muestra. Se realiza usando cebadores
universales o especificos y la posterior separacion de los fragmentos amplificados en

geles de acrilamida en presencia de agentes desnaturalizantes (Llivicura & Pafii, 2017).

La secuenciacion de regiones espaciadoras transcritas (ITS) internas de ADNr son
utilizadas para el disefio de cebadores para el estudio de la diversidad ya que estos genes
0 marcadores se encuentran presentes en todos los microorganismos. Por ende, el analisis
de las secuencias de los genes 16S ADNTr (procariotas) y 18S ARNr (eucariotas), son
necesarios para realizar una identificacion rapida a partir de una base de datos publica
que contiene un amplio nimero de secuencias bacterianas y fangicas (Llivicura & Pafii,

2017).

La técnica DGGE permite determinar indices de diversidad, parametro que depende
de dos componentes: la riqueza o abundancia, que es el nimero total de especies

presentes, y la distribucion de individuos entre esas especies (Llivicura & Pafi, 2017).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Area de estudio
El presente trabajo se realiz6 en el invernadero de Fisiologia Vegetal de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca ubicado en las coordenadas

UTM Este = 719689 y Norte = 9676987 a una altitud de 2500 ms.n.m.

AREA DE ESTUDIO MAPA DE LA PROVINCIA DEL AZUAY

o
=]
=
~
~
&

PROVINCIA

MAPA DEL CANTON CUENCA

CANTON
CUENCA

719520 719550 719580 719610 719640 719670 719700 719730

MAPA DE UBICACION DE LA AREA DE ESTUDIO

MAPA DE LAPARROQUIA DE CUENCA

LEYENDA PARROQUIA
I ;ReA DE ESTUDIO CUENCA
[ PARROQUIA CUENCA

CANTON CUENCA

PROVINCIA_AZUAY W

#~— AREA DE ESTUDIO

Figura 1: Ubicacion a nivel provincial, cantonal y parroquial del &rea de estudio

Fuente: Ortiz & Yunga, 2019
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6.2. Metodologia de la investigacion
6.2.1. Semillero
Las semillas de tomate fueron sembradas en bandejas germinadoras de polietileno,
empleando como sustrato turba. Las plantas permanecieron en el semillero por 30 dias,

cuando alcanzaron un tamafo de 15 cm fueron trasplantadas.

6.2.2. Trasplante

Se utilizaron plantulas de tomate de 15 cm de altura, las cuales fueron
trasplantadas en macetas de polietileno de 6 L de volumen. Las macetas fueron llenadas
con sustrato a base de suelo mineral, suelo mineral mas Biocarbono proveniente de
residuos de madera de eucalipto y suelo mineral mas residuos organicos lignocelulésicos
a base de cascarilla de arroz. Los sustratos que contuvieron biocarbono o cascarilla se
prepararon mezclando 4 volimenes de suelo y un volumen de biocarbén o cascarilla,
segun el caso. Adicionalmente, la mitad de las macetas se mantuvieron cubiertas con una
cobertura de acolchado plastico, mientras que la otra mitad se la mantuvo sin cobertura.
Las diferentes combinaciones de estas condiciones definieron a los tratamientos que se

evaluaron en el experimento segln se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Descripcion de los respectivos tratamientos

CONSORCIOS

TRATAMIENTOS COBERTURA MICROBIANOS
T1 Suelo Mineral Sl SI
T2 Suelo Mineral NO Sl
T3 Suelo Mineral SI NO
T4 Suelo Mineral NO NO
T5 Suelo Mineral + Biocarbon SI SI
T6 Suelo Mineral + Biocarbon NO SI
T7 Suelo Mineral + Biocarbon SI NO
T8 Suelo Mineral + Biocarbon NO NO
T9 Suelo Mineral + Cascarilla SI Sl
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T10 Suelo Mineral + Cascarilla NO Sl
T11 Suelo Mineral + Cascarilla Sl NO
T12 Suelo Mineral + Cascarilla NO NO

6.2.3 Inoculacion
Las plantas de tomate fueron inoculadas cada 15 dias con una cantidad de 50 ml

de consorcio microbiano por planta, el mismo que fue formulado a base de Trichoderma
spp, Lecanicillium spp, Beauveria bassiana, Bacillus spp, Paecilomyces spp vy

Pseudomonas fluorescens. Los cuales fueron disefiados en el laboratorio de Biotecnologia

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

La aplicacion se realizaba manualmente en cada uno de los tratamientos (Tabla
2), distribuyendo los 50 ml de la solucion microbiana alrededor de la planta en fracciones

iguales, dando un total de 1.5 litros de solucion microbiana. Este proceso se realizd
durante todo el ciclo del cultivo.
6.3. Metodologia para los parametros fisiologicos

6.3.1. [ndice de crecimientoy desarrollo
La toma de datos de las variables (altura, didmetro y emision foliar) del indice de

crecimiento y desarrollo de la planta se tomaron cada 7 dias (semanalmente), durante un

periodo de tiempo de 5 meses.

6.3.1.1. Altura
La toma de datos de la variable altura se realizé desde el cuello del tallo hacia el

brote del apice de la planta, utilizando un flexometro.

6.3.1.2. Diametro
La toma de datos del diametro se realiz6 especificamente en el cuello del tallo,

mediante la utilizacién de un calibrador.

35
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6.3.1.3. Tasa de emision foliar
Esta variable se evalud contabilizando el nimero de hojas completas que emitia
la planta durante una semana y posteriormente se marcaba con un marcador permanente

la Ultima hoja contabilizada para reiniciar el conteo desde esa hoja la semana posterior.

6.3.1.4. Duracion de las fases fenologicas
En cuanto a esta variable solo se contabiliz6 el nimero de dias de la aparicion del

primero, segundo y tercer racimo floral y el nimero de dias a la cosecha de estos.

6.3.2. Indices de estado hidrico

La toma de datos de las variables (densidad estomatica, conductancia estomatica
y contenido relativo de agua) del indice del estado hidrico de la planta se tomo en dos
ocasiones, al final del estado vegetativo del cultivo y despues de la primera cosecha del
primer racimo floral.

6.3.2.1. Densidad estomatica

Esta variable se analiz6 a través de la técnica de esmalte, que consiste en depositar
una capa de esmalte transparente sobre la superficie del envés de las hojas muestreadas,
previa eliminacion de tricomas. En cuanto se secé el esmalte, se colocd encima un trozo
de cinta adhesiva transparente y con cuidado se extrajo arrastrando la capa de esmalte con
la impresion foliar.

Posteriormente se pego la cinta adhesiva con la impresion foliar en un portaobjeto
para realizar la respectiva observacion y conteo de estomas. Mediante la utilizacion de un
microscopio Optico marca Olimpus®, objetivo 40X. Este proceso se realizd para todos

los tratamientos respectivamente.
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6.3.2.2. Conductancia estomatica

Los datos de la conductancia estomatica se tomaron con un porémetro (Decagon
devices, SC-1), que mide en umol H,O m2s7* de las hojas en los diferentes tratamientos.
Tomando en cuenta la ultima hoja joven completa de la planta. Para esta variable se
considero registrar datos desde las 12:00 hasta las 14:00.

6.3.2.3. Contenido relativo de agua (CRA)

Para determinar CRA se recolectd un foliolo de la dltima hoja joven
completamente expandida de la planta. Las muestras recolectadas fueron selladas y
etiquetadas individualmente en fundas herméticas para posterior a esto ser pesadas en el
laboratorio y de esta forma obtener el peso fresco (PF). Una vez pesadas se volvié a
colocar las hojas en sus respectivas fundas y se las incubd en agua por 24 horas para
alcanzar la maxima imbibicion. Luego de esta incubacion, las hojas se secaron
superficialmente sin presionar con papel absorbente y se obtuvo el peso turgente (PT).
Después se secaron las muestras por 24 horas a 72 °C y se determiné el peso seco (PS).
Finalmente el CRA se calculd mediante la siguiente formula segun lo indicado por Sade,

Galkin & Moshelion (2015):
CRA = (PF-PS)/(PT - PS) X 100.

6.3.3. Indice nutricional
La toma de datos de las variables (contenido de clorofila y contenido de nitrato en
la sabia) del indice nutricional de la planta se tomo en dos ocasiones, al final del estado

vegetativo del cultivo y después de la primera cosecha del primer racimo floral.
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6.3.3.1. Contenido de clorofila
Estos datos se midieron mediante el medidor de indice de contenido de clorofila,
marca OPTI-SCIENCES modelo CCM-200 PLUS, en los respectivos tratamientos. Para
esto se consideraron la Gltima hoja joven completa de la planta.
6.3.3.2. Contenido de nitrato en la sabia
Se procedid a recolectar la tltima hoja joven completa de los diferentes tratamientos.
Para luego proceder a extraer el respectivo peciolo de la hoja y guardarle en fundas
herméticas para su respectivo andlisis en el laboratorio. Luego en el laboratorio se extrajo
la sabia de cada uno de los peciolos y se procedié a medir con un medidor de nitrato en
savia marca HORIBA modelo LAQUAtwin.
6.4. Metodologia para los parametros Agronémicos
6.4.1. Propiedades fisicas - quimicas del sustrato
Para las variables quimicas de pH y conductividad eléctrica se tom6 100 g de suelo
de cada uno de los tratamientos y para las variables fisicas como la densidad aparente se
tomaron muestras con anillos de Kopecki. Las mismas que fueron llevadas al laboratorio
de suelos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca para sus
respectivos analisis. Basandose en la metodologia empleada por la USDA (1999).
Ademas, estos fueron evaluados antes y después de la inoculacién de consorcios
microbianos, para determinar cuales fueron los cambios que pudieron haber ocurrido en

el suelo.

6.4.1.1. pH
En el laboratorio se pesaron 20 g de suelo de cada uno de los tratamientos, en un
vaso de precipitacion se colocd 50 ml de agua destilada, luego se coloc6 los 20 g de suelo

y se formo una solucion la cual se movi6 durante 15 minutos. Después mediante el filtrado
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se obtuvo una solucién de 20 ml, para finalmente realizar la medicién con un

potenciometro marca (Horiba).

6.4.1.2. Conductividad eléctrica
En el laboratorio se pesd 10 gr de suelo de cada uno de los tratamientos, en un
vaso de precipitacién se coloc6 50 ml de agua destilada, luego se colocd los 10 g de suelo
y se formo una solucion la cual se movio durante 15 minutos. Después mediante el filtrado
se obtuvo una solucién de 20 ml para finamente realizar la respectiva medicién con el

conductimetro (Horiba).

6.4.1.3. Densidad Aparente
Se tomo sola una muestra de suelo por tratamiento y repeticion, usando un cilindro
de acero de volumen conocido denominado anillo de Kopecki, de los primeros 20 cm de
suelo en la zona rizosférica de la planta. Luego estas muestras fueron posteriormente
trasladadas al laboratorio de suelos, donde se determiné la densidad aparente a través de

la relacion entre el peso seco de la muestra de suelo y el volumen del anillo.

6.5. Metodologia para el andlisis molecular
Para este andlisis se tomaron muestras del sustrato de cada uno de los tratamientos,
antes y después de la inoculacion con los respectivos consorcios microbianos. Para

posteriormente ser llevadas al laboratorio para su correspondiente anélisis.

6.5.1. Extracciony purificacion del ADN metagendmico

El ADN metagendmico de cada muestra recolectada se consiguié por extraccion
a partir de 0.25 gramos de suelo, usando el protocolo desarrollado por Laurent et al.
(2001) (Anexo 1), y modificado en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca (Anexo 1). Ademas, Se verifico el

éxito de la extraccion del ADN total mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v)
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con amortiguador TAE 1X. Para cargar en la lamina de gel, a cada muestra se le agregd
0,3 ul de SYBER GREEN™, y 2 ul de ADN metagendémico obteniendo un total de 5 pl
de muestra. Las condiciones de separacion fueron a 120 voltios por 30 minutos y
finalmente se observo la amplificacion en un foto-documentador (E-Gel® Imager

System, Invitrogen).

6.5.2. Amplificacién por PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para el estudio de la diversidad de las comunidades bacterianas y fungicas
asociados a la zona rizosférica de los tratamientos aplicados consorcios microbianos, se
requirié la optimizacion de las condiciones de desarrollo de la Reaccidn en Cadena de la

Polimerasa (PCR).

6.5.2.1. PCR Hongos (region ITS ADNr)
El ADN metagendémico aislado se usé como molde para amplificar, mediante Touchdown
PCR la region ITS ADNr de la comunidad fungica; para ello se utilizaron cebadores
universales ITS1F (5'-CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTA A-3),elITS4 (5'-TCCTCC
GCT TAT TGA TAT GC-3') (Tabla 2), que amplifican una region de aproximadamente
1400 pb. La amplificacion se realizé en un Termociclador Mastercycler® nexus GSX1,
Eppendorf con el siguiente perfil térmico: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de 10 ciclos de hibridacion (touchdown) a 94°C por 30 segundos, 65°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos (disminuyendo 1°C por cada ciclo), seguido por 25
ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y una

extension final a 72°C por 7 minutos (Liu et al., 2015).
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Tabla 2: Concentraciones de reactivos para PCR con cebadores de la region ITS.

Reactivos Concentracién inicial Concentracion final
Buffer 10x 1x
MgCI2 50 mM 2.5 mM
dNTPs 10 mM 0.5 mM
Cebador ITS1F 10uM 0.2 uM
Cebador ITS4 10uM 0.2 uM
Taq_polimerasa 1U/ul 1U

A partir del producto de la primera amplificacion se realizé un segundo PCR (PCR
anidado) utilizando los cebadores ITSIFGC (5'-CGC CCG CGC GCG GGC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG GCTTGG TCATTT AGA GGA AGT AA -3) e ITS2 (5'- GCT
GCG TTC ATC GAT GC-3"). El volumen final para cada reaccion fue de 50 pl (Tabla
3). El perfil térmico programado para la amplificacion fue: desnaturalizacion inicial a
94°C por 4 minutos, seguido de 30 ciclos de hibridacion a 94°C por 45 segundos, 55°C
por 75 segundos, 72°C por 60 segundos, seguido de una extension final a 72°C por 5

minutos (Wu et al., 2013).

Tabla 3: Concentraciones de reactivos para PCR anidada con cebadores para la

region ITS
Reactivos Concentracion inicial Concentracion final
Buffer 10x 1x
MgCI2 50 mM 2.5 mM
dNTPs 10 mM 0.5mM
Cebador ITS1F 10uM 0.2uM
Cebador ITS4 10uM 0.2uM
Taq_polimerasa 1U/ul 1U
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6.5.2.2.PCR Bacterias (gen 16S ADNTF)

Al igual que en los hongos, el ADN metagenomico aislado se utiliz6 como molde
para amplificar por PCR un fragmento interno del gen ADNr 16S que codifica la region
variable V6 y V8 de aproximadamente 420 pb. Se utilizaron cebadores universales F968
(5'- GC-CGC CCG CGC CCC GCG CCC GGL CGLC CCC CGL CCC AAC GCG AAG
AAC CTT AC -3'y 1401R (5'- CGC CCG CGC CCC GCC CGG Ccc Gee cee cee

CCA ACG CGA AGA ACC TTAC -3)).

Para la amplificacion se utilizo los componentes de Platinum® PCR SuperMix,
para un volumen total de 50 pl (Tabla 4). Se utilizo el perfil térmico descrito por (Brons
& Van Elsas, 2008) con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 minutos; seguida de 10 ciclos de amplificacién (touchdown) a 94°C por 1 minuto, 65°C
por 1 minuto y 72°C por 2 minutos (disminuyendo 1°C por cada ciclo); seguido por 25
ciclos de amplificacion (estandar) a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto y 72°C por 2

minutos; seguido de una extension final a 72°C por 30 minutos.

Tabla 4: Concentraciones de reactivos para PCR con cebadores para el gen 16S

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final
Platinum® PCR SuperMix 1x
Cebador F968GC 50 uM 0.2 uM
Cebador 1401R 50 Mm 0.2 uM
ADN metagenémico <500 ng

En todas las reacciones se incluyé una muestra sin ADN metagenémico como
control negativo de amplificacion. La amplificacion por PCR de la region ITS ADNr y
del gen 16S ADNFr se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (w/v) con

buffer TAE 1X. A cada muestra se le incluyé 0.5 ul de SYBER GREEN, 1 pul de Blue
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Juice 10X y 5Sul de ADN. Las condiciones de separacion fueron a 80 voltios por 30
minutos. Para conocer los tamafios moleculares de las bandas se utilizd un marcador de
longitud molecular (Tracklt 1Kb plus DNA Ladder, Invitrogen); se observé y foto-

documento los geles utilizando un transiluminador (E-Gel® Imager System, Invitrogen).

6.5.3. Electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE)
La separacion de los fragmentos amplificados por PCR, en funcion de la secuencia

de nucledtidos se llevd a cabo mediante DGGE.

Para la corrida electroforética en ambos casos se prepar6 y ensamblo el equipo
DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones
descritas por (Janse et al., 2004). Cada gel estuvo constituido por tres secciones: zona de
sellado o tapon para las fugas ubicado en la parte inferior (contiene 1.5 ml de solucion al
0% de desnaturalizante, 9 ul de persulfato de amonio y 1.5 pl de TEMED); gradiente
quimico desnaturalizante (contiene 13ul de solucién de mayor o menor concentracion,
78l de persulfato de amonio y 13 ul de TEMED) y stacking (contiene 3 ml de solucién

al 10% de desnaturalizante, 18 ul de persulfato de amonio y 3 pul de TEMED).

El gradiente quimico desnaturalizante se prepardé utilizando urea-formamida
siguiendo las indicaciones descritas por (Muyzer et al., 1993); en el caso de los hongos
se prepard y cargé el gel de poliacrilamida al 8 % (w / v) de acrilamida: bisacrilamida
(37.5: 1) en un tampdén TAE 0,5X con diferentes gradientes desnaturalizantes de
urea/formamida. Las soluciones contienen desde 20% a 35% de desnaturalizante [donde
el 100% desnaturalizante contiene urea 7 My 40% (v / v) de formamida]. Igualmente,
con las mismas condiciones se preparo el gel para las bacterias con poliacrilamida al 7 %

(w/v) de acrilamida: bis acrilamida (37.5: 1) en un tampon TAE 0.5X con diferentes
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gradientes desnaturalizantes de urea-formamida. Las soluciones contienen desde 35% a
55 % de desnaturalizante [donde el 100% desnaturalizante contiene urea 7 My 40% (v /

v) de formamida].

Una vez ensamblado el equipo, se procedié a cargar las muestras de ADN
amplificado al gel; para ello se hicieron mezclas de 3ul de Bluejuice 6X mas 15ul de
ADN en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml. La corrida electroforética se realiz6 durante
14 horas a un voltaje constante de 80 V con una temperatura de 60°C (Llivicura & Paiii,

2017).

Transcurrido el tiempo de la corrida electroforética, los geles fueron tefiidos utilizando
SYBR Green 2X en tampén TAE 0.5X durante 30 minutos, a temperatura ambiente en
un lugar oscuro; posteriormente las imagenes se visualizaron y documentaron con un
transiluminador Molecular Imager® Gel Doc™XR+ Imaging System para su posterior

analisis.

6.6. Determinacion de indices de diversidad de comunidades microbianas.

A través del procesamiento de imagenes de los perfiles de DGGE en el programa
bioinformatica PyElph se calculd la riqueza de unidades taxondmicas operacionales
(UTOs); siendo la riqueza de UTOs equivalente al nimero de bandas registradas en cada

muestra.

6.7. Determinacion de la composicion de comunidades microbianas.
Las similitudes de los perfiles electroforéticos se analizaron a partir de matrices de
presencia/ausencia para cada UTO detectada en el gel (Palacio et al., 2020). A partir de
esta matriz se calcul6 el indice de Jaccard para cada combinacion de tratamientos tanto

al inicio como al final del experimento usando el software R (Dia etal., 2017). Los
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resultados de la composicion de bacterias y hongos fueron representados en forma de
dendogramas realizando un analisis de agrupamiento jerarquico a partir de la matriz de
similitud de Jaccard usando el algoritmo de ligamiento completo (Palacio et al., 2020).
Debido al numero maximo de muestra que se pueden correr en paralelo, el analisis de la
estructura de la composicion de las comunidades de bacterias y hongos se tuvo que

realizar en dos grupos de 12 muestras cada una.

6.8. Disefio experimental

Los factores estudiados en el ensayo fueron tres:

- El factor A, fueron los tres sustratos (Suelo mineral, Suelo mineral mas
Biocarbono realizado a base de residuos maderables de eucalipto y el suelo
mineral mas materia organica como la cascarilla de arroz).

- El factor B, fue la inoculacién de los consorcios microbianos (con y sin
inoculacion) y finalmente el factor C, estaba constituido por la cobertura de mulch

plastico (con y sin cobertura).

De la combinacion de los factores se obtuvieron 12 tratamientos. El experimento se
implemento6 utilizando un disefio experimental de blogues completos al azar con 12
tratamientos y cinco repeticiones, con un arreglo factorial de (3 x 2 x 2). La unidad
experimental estuvo representada por un maceta con una separacion entre plantas de 50
cm, dando un total de 60 unidades experimentales. Para la distribucion aleatoria de los
tratamientos se utilizé el software Excel y se definié un mapa de tratamientos como se

muestra en la Figura 2.
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TRATAMIENTOS
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CONSROCIOS
TRATAMIENTOS MICROBIANOS COBERTURA
FACTOR A B C
T Suelo Mineral 5l 5l
T2 Suelo Mineral S NO
T3 Suelo Mineral NO Sl
N = Suelo Mineral NO NO
5 Suelo Mineral + Biocarbon Sl S
T6 Suelo Mineral + Biocarbon S NO
7 Suelo Mineral + Biocarbon NO S
T8 Suelo Mineral + Biocarbon NO NO
JE] Suek Mineral + Cascarilla S S
= T10_| Suek Mineral + Cascarilla S| NO
™ Suek Mineral + Cascarila NO Sl
T12 | Suek Mineral + Cascarilla NO NO
Figura 2: Mapa de la distribucion de los tratamientos

Posteriormente se estudiaron las caracteristicas de los datos en relacién con la

normalidad de su distribucion (prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas

entre tratamientos (prueba de Levene). Para determinar las diferencias estadisticas entre

los tratamientos se utilizaron anélisis de varianza (ANOVA). En los casos en que la

distribucion de las variables no fue normal, se aplico la prueba de Friedman para comparar

las medianas de ambos tratamientos.
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7. RESULTADOS
Al realizar la prueba de “Shapiro — Wilks” se determin6 que todas las variables evaluadas
en el ensayo cumplen con el supuesto de normalidad y que las varianzas de los tratamientos son

homogéneas segun la prueba de “Levene” como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5: Normalidad y Homogeneidad de varianzas

SHAPIRO - LEVENE
VARIABLES WILKS (HOMOGENEIDAD DE
(NORMALIDAD) VARIANZAS)
pH 0.4157 0.9306
CE 0.1036 0.3614
Densidad Aparente 0.3428 0.6851
Altura 0.0396 0.5420
Diametro 0.0186 0.9062
Emision foliar 0.0963 0.9934
Den5|dz_id estomatica - final 0.1273 0.3862
vegetativo
Densidad estomatica - primera 0.2165 0.9401
cosecha
Conduc_tanua estomatica - final 0.2385 0.9788
vegetativo
anductanua estomatica - 0.0113 0.6417
primera cosecha
Conten!do relativo de agua - final 0.6221 0.7926
vegetativo
antenldo relativo de agua - 0.9946 0.3878
primera cosecha
Conten!do de clorofila - final 0.8482 06776
vegetativo
Contenido de clorofila - primera
cosecha 0.0864 0.8326
Nitrato en la sabia - final 0.4637 0.7312
vegetativo
Nitrato en la sabia - primera
cosecha 0.6764 0.8013
Rendimiento 0.7986 0.8860

El (P > 0.05) Indica normalidad en los residuos y homogeneidad de varianzas.

7.1. Propiedades fisicas - quimicas del suelo
Analizando los resultados de pH (Figura 3), al inicio y final del cultivo no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, pero al finalizar el cultivo si

se pudo evidenciar una diferencia estadistica significativa (P<0,05) para la interaccion sustrato
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—mulch (Tabla 6). Producto de esta interaccion, los tratamientos con mulch tendieron a registrar

valores mas altos de pH en el suelo con cascarilla, pero valores méas bajos de pH en el suelo, y

ninguna diferencia aparente en el suelo con carbon.

0
7.0
e E
L 65 o ‘
e
== -
o
o
6.0 I
[ ]
Inicial Final
Muestreo

Tratamiento

KX Carbon

EE Carbon + Consorcio

- Carbdn + Consorcio + Mulch
Bl Carbon + Muich

EE Cascarilla

- Cascarilla + Consorcio

- Cascarilla + Consorcio + Mulch
- Cascarilla + Mulch

Eﬂ Suelo

— Suelo + Consorcio

- Suelo + Consorcio + Mulch
- Suelo + Muich

Figura 3: pH del suelo del muestreo inicial y final del cultivo

Tabla 6: ANOVA de la variable pH

Fuente de Variacion g.l. Suma de Cuadrgdos Valor F Valor P

cuadrados  medios

Sustrato 2 0.079 0.0395 0.337 0.7153

Consorcio 1 0.283 0.2829 2.415 0.1267

Mulch 1 0.044 0.0437 0.373 0.5440

Sustrato: Consorcio 2 0.078 0.0390 0.333 0.7185

Sustrato: Mulch 2 1.020 0.5100 4.354 0.0183

Consorcio: Mulch 1 0.000 0.0002 0.001 0.9701

Sustrato: Consorcio: 2 0226 01130 0964  0.3885

Mulch

Residuals 48 5.622 0.1171
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Analizando los resultados de CE (Figura 4), al inicio y final del cultivo no se detectaron

diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Pero al finalizar el cultivo si

se observd un comportamiento diferente entre los tratamientos, evidenciandose diferencias

altamente significativas para la interaccién sustrato - mulch (p<0.04) (Tabla 7), sugiriendo, de

forma similar a los resultados de pH, que el efecto del mulch es dependiente del sustrato sobre

el cual se lo aplica.

g

8

8co
ol
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[e]

i;l‘ﬁ

T
Inicial

Final

Muestreo

Tratamiento

B Carbén

@ Carbon + Consorcio

- Carbén + Consorcio + Mulch
- Carbén + Mulch

EE Cascarilla

- Cascarilla + Consorcio

- Cascarilla + Consorcio + Mulch
‘ Cascarilla + Mulch

EZ Suelo

- Suelo + Consorcio

‘ Suelo + Consorcio + Mulch
- Suelo + Mulch

Figura 4: CE del suelo del muestreo inicial y final del cultivo

Tabla 7: ANOVA de la variable CE

Fuente de Variacion .l Suma de Cuadrgdos Valor F Valor P

cuadrados  medios

Sustrato 2 5.25 2.6253 2.961 0.0613

Consorcio 1 0.61 0.6067 0.684 0.4122

Mulch 1 0.42 0.4164 0.470 0.4964

Sustrato: Consorcio 2 1.13 0.5651 0.637 0.5331

Sustrato: Mulch 2 5.74 2.8716 3.239 0.0479

Consorcio: Mulch 1 0.12 0.1159 0.131 0.7193

Sustrato: Consorcio: 2 007 0.0333 0038 09631

Mulch

Residuals 48 42.55 0.8865
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En la variable densidad aparente (Figura 5), no se observaron diferencias estadisticas

significativas ni al inicio ni al final del muestreo.

1.01 e}

Tratamiento

EE Carbdn

. o
: 5]
Ij;j I @ Carboén + Consorcio
o
: - Carbén + Consorcio + Mulch
: ° B Carbon + Mulch
° S g !! EH Cascarilla

: I - Cascarilla + Consorcio

o

i
;

- Cascarilla + Consorcio + Mulch
- Cascarilla + Mulch

@ Suelo

- Suelo + Consorcio

- Suelo + Consorcio + Mulch

- Suelo + Mulch

Bulk density (g/cm™°)

7

Inicial Final
Muestreo

Figura 5: Densidad Aparente del suelo del muestreo inicial y final del cultivo

Tabla 8: ANOVA de la variable Densidad Aparente del muestreo inicial y final del cultivo

Fuente de Variacion g.l. Suma de Cuadrgdos Valor F Valor P
cuadrados  medios

Sustrato 2 000057 0000287 0078 09248
Consorcio 1 000131 0001307 0357 05531
Mulch 1 00000l 0000007 0002  0.9661
Sustrato:; Consorcio 2 0.00165 0.000827 0.226 0.7988
Sustrato: Mulch 2 000649 0003247  0.886  0.4187
Consorcio: Mulch 1 001291 0012907 3524  0.0666
f,‘l‘jlt;f]m: Consorclo: 2 000185 0000927 0253  0.7775
Residuals 48 0.17580  0.003662
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7.2.Indices de crecimiento y desarrollo

En cuanto a la variable altura (Figura 6) no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre cada uno de los tratamientos (Tabla 9). Pero si se pudo evidenciar que entre
la semana cero, hasta la semana ocho existe un crecimiento homogéneo entre los tratamientos.
Pero a partir de la semana ocho en adelante se verifica diferencias numéricas mas grandes entre
los tratamientos. Las plantas del tratamiento carbon + consorcio + mulch alcanzaron mayor
altura que las de los demés tratamientos; no obstante, como ya se menciond, no se detectaron

diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de ellos.

1251

Tratamiento
1001 Carbén

Carbén + Consorcio
— Carbén + Consorcio + Mulch

— Carbdn + Mulch

~J
(S2]
M

Cascarilla
— Cascarilla + Gonsorcio

— Cascarilla + Consorcio + Mulch

Altura (cm)

— Cascarilla + Mulch

50 1
Suelo

—— Suelo + Consorcio

— Suelo + Consorcio + Mulch

05 4 — Suelo + Mulch

T T L

0 5 10
Semanas después del trasplante

Figura 6: Altura de las plantas de tomate
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Tabla 9: ANOVA de la variable altura
Fuente de Variacion g.l. Suma de Cuadrgdos Valor F Valor P

cuadrados medios
Sustrato 2 170 84.86 0.738 0.483
Consorcio 1 85 85.01 0.739 0.394
Mulch 1 13 13.36 0.116 0.735
Sustrato: Consorcio 2 112 56.23 0.489 0.616
Sustrato: Mulch 2 133 66.71 0.580 0.564
Consorcio: Mulch 1 268 267.63 2.328 0.134
Sustrato: Consorcio: 2 411 20532  1.786 0.179
Mulch
Residuals 47 5403 114.97

Con respecto al diametro del cuello de la planta (Figura 7) nuevamente se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para la interaccion entre el sustrato y el consorcio
(p<0.05 (Tabla 10). En donde si se puede evidenciar que a partir de la semana ocho en adelante

existe un cambio brusco entre los tratamientos.

Tratamiento
Carbdn
Carbén + Consorcio
—— Carbon + Consorcio + Mulch

—— Carbdn + Mulch

£
o Cascarilla
o 0.751
..:]:5 —— Cascarilla + Consorcio
g —— Cascarilla + Consorcio + Mulch
o —— Cascarilla + Mulch
Suelo
0.50 1 —— Suelo + Consorcio
—— Suelo + Consorcio + Mulch
— Suelo + Mulch
0.25 1

0 5 10
Semanas después del trasplante

Figura 7: Diametro del tallo de las plantas de tomate
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Tabla 10: ANOVA de la variable diametro del tallo

Sumade Cuadrados

cuadrados medios Valor F Valor P

Fuente de Variacion g.l.

Sustrato 0.00924 0.004618 0.816 0.4482
Consorcio 0.01129 0.011290 1.996 0.1643
Mulch 0.01802 0.018016 3.185 0.0808

0.04259  0.021295 3.764 0.0305 *
0.01531  0.007655 1.353 0.2683

0.01203  0.012029 2.126 0.1514
Sustrato: Consorcio:

Mulch 0.01065  0.005327 0.942 0.3972
Residuals 47 0.26587 0.005657

Para la emision foliar (Figura 8) no se encontraron diferencias estadisticamente

Sustrato: Consorcio
Sustrato: Mulch
Consorcio: Mulch

N PNNEFPEDN

significativas para ninguno de los tratamientos (Tabla 11). Sin embargo, se logr6 evidenciar
que los tratamientos (carbon + consorcio) y (cascarilla + consorcio + mulch) fueron los que
mayor numero de hojas lograron tener en todo su ciclo de cultivo. Mientras que los tratamientos
(carbon + mulch) y (suelo + mulch) fueron los que menor nimero de hojas obtuvieron en todo

su ciclo de cultivo.

Tratamiento

Carbdén
20 4 Carbdén + Consorcio
—— Carbon + Consorcio + Mulch
—— Carbdn + Mulch

Cascarilla

—— Cascarilla + Consorcio

—— Cascarilla + Consorcio + Mulch

Numero de hojas

—— Cascarilla + Mulch
Suelo
~—— Suelo + Consorcio
—— Suelo + Consorcio + Mulch

—— Suelo + Mulch

0 5 10
Semanas después del trasplante

Figura 8: Emision foliar de las plantas de tomate durante su ciclo de produccion ( 14

semanas)
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Tabla 11: ANOVA de la variable emision foliar

Suma de Cuadrados

cuadrados medios Valor F Valor P

Fuente de Variacion g.l.

Sustrato 2 3.81 1.906 0.477 0.624
Consorcio 1 0.60 0.600 0.150 0.700
Mulch 1 2.47 2.466 0.617 0.436
Sustrato: Consorcio 2 15.36 7.678 1.200 0.158
Sustrato: Mulch 2 8.07 4.036 1.009 0.372
Consorcio: Mulch 1 1.97 1.970 0.493 0.486
Sustrato: Consorcio: 2 8.28 4.142 1036  0.363
Mulch

Residuals 47 187.95 3.999

7.3.Indices de estado hidrico

Analizando los resultados de la densidad estomatica (Figura 9), al final del estado vegetativo
del cultivo y durante la primera cosecha no se detectaron diferencias estadisticamente

significativas para ninguno de los tratamientos (Tabla 12 y 13).

401
Tratamiento

KX carbsn

EE Carbdn + Consorcio

- Carbdn + Consorcio + Mulch
30 B Carbon + Muich
EE Cascarilla
- Cascarilla + Consorcio
? - Cascarilla + Consorcio + Mulch
! ﬁ ‘ Cascarilla + Mulch

EE Suelo

BH suelo +Consorcio
ﬁ iféﬂéﬁi S
;

20 4

Densidad estomatica (estomas/campo)

Final vegetativo Primera cosecha
Muestreo

Figura 9: Densidad estomatica de las plantas de tomate
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Tabla 12: ANOVA de la variable densidad estimativa del final del estado vegetativo del

cultivo

Suma de Cuadrados

Fuente de Variacion g.l. . Valor F Valor P
cuadrados medios

Sustrato 2 22.4 11.19 0.346 0.7108
Consorcio 1 96.7 96.69 2.991 0.0966
Mulch 1 47 4.69 0.145 0.7065
Sustrato: Consorcio 2 72.4 36.19 1.119 0.3429
Sustrato: Mulch 2 19.1 9.53 0.295 0.7474
Consorcio: Mulch 1 3.4 3.36 0.104 0.7499
Sustrato: Consorcio: 2 135.7 67.86 2.099 0.1445
Mulch
Residuals 24 776.0 32.33

Tabla 13: ANOVA de la variable densidad estomética de la primera cosecha del cultivo

Suma de Cuadrados

cuadrados medios Valor F Valor P

Fuente de Variacion g.l.

Sustrato 2 13.72 6.861 0.837 0.445
Consorcio 1 0.69 0.694 0.085 0.773
Mulch 1 12.25 12.250 1.495 0.233
Sustrato: Consorcio 2 16.72 8.361 1.020 0.376
Sustrato: Mulch 2 7.17 3.583 0.437 0.651
Consorcio: Mulch 1 4.69 4.694 0.573 0.456
Sustrato: Consorcio: 5 106 0528 0.064 0.938
Mulch

Residuals 24 196.67 8.194

Para la variable conductancia estomatica (Figura 10), al final del estado vegetativo del
cultivo si se encontraron diferencia estadisticamente significativa (P<0.04) para la interaccion

(sustrato + consorcio + mulch) (Tabla 14).

Mientras tanto para la primera cosecha del cultivo también se pudo evidenciar una
diferencia estadistica significativa (P<0,0005) entre la interaccion sustrato — consorcio (Tabla
15). En donde, el tratamiento cascarilla mas consorcio fue quien resalto mas a comparacion de

los demas tratamientos.
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[ 5]
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Figura 10: Conductancia estomatica de las plantas de tomate

Tabla 14: ANOVA de la variable conductancia estimativa del final del estado vegetativo del

cultivo

Sumade Cuadrados

Fuente de Variacion .l cuadrados  medios

Valor F Valor P

Sustrato 2 28817 14409 2.585 0.0962
Consorcio 1 7741 7741 1.389 0.2502
Mulch 1 11303 11303 2.028 0.1673
Sustrato: Consorcio 2 11351 5675 1.018 0.3763
Sustrato: Mulch 2 20763 10382 1.863 0.1770
Consorcio: Mulch 1 12939 12939 2.321 0.1407
sustrato: Consorcio: 2 39952 19976 3584 00435 *
Mulch

Residuals 24 133769 5574
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Tabla 15: ANOVA de la variable conductancia estomética de la primera cosecha del cultivo

Sumade Cuadrados

cuadrados medios Valor F Valor P

Fuente de Variacion  g.l.

Sustrato 2 1572 786 0.775 0.4719
Consorcio 1 944 944 0.930 0.3444
Mulch 1 70 70 0.069 0.7954
Sustrato: Consorcio 2 21004 10502 10.355 0.0005 *
Sustrato: Mulch 2 4792 2396 2.363 0.1157
Consorcio: Mulch 1 2229 2229 2.198 0.1511
Sustrato: Consorcio: 9 69 35 0.034 0.9665
Mulch

Residuals 24 24342 1014

Examinando los resultados del contenido relativo de agua (Figura 11), al final del estado
vegetativo del cultivo no se detectaron diferencias estadisticamente significativas para los
tratamientos (Tabla 16); pero durante la primera cosecha del cultivo si se constatd que existe
una diferencia estadistica significativa (P<0.04) para la interaccion sustrato — mulch (Tabla 17).
En donde, el tratamiento carbon mas mulch fue quien resalto mejor comparado a los demas

tratamientos.

100 4

@ Carbdn

@ Carbén + Consorcio

- Carbon + Consorcio + Mulch
El Cabon + Mulch

@ Cascarilla

‘ Cascarilla + Consorcio

‘ Cascarilla + Consorcio + Mulch
- Cascarilla + Mulch

EE Suelo

. Suelo + Consorcio

* Suelo + Consorcio + Mulch

‘ Suelo + Mulch

2]
o

m@ia@-eiﬁ!i“‘g ul ﬂ i

Contenido relativo de agua (%)
@

40

Final velgetativc: F’rlmera.cosecha
Muestreo

Figura 11: Contenido relativo de agua de las plantas de tomate

WASHINGTON ORTIZ — TANIA YUNGA 57



3 E UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 16: ANOVA de la variable contenido relativo de agua del final del estado vegetativo
del cultivo

Sumade Cuadrados

cuadrados medios Valor F Valor P

Fuente de Variacion g.l.

Sustrato 2 4,11 2.057 0.409 0.669
Consorcio 1 1.75 1.753 0.349 0.561
Mulch 1 3.68 3.679 0.732 0.401
Sustrato: Consorcio 2 11.60 5.799 1.153 0.333
Sustrato: Mulch 2 3.19 1.593 0.317 0.732
Consorcio: Mulch 1 0.08 0.076 0.015 0.903
Sustrato: Consorcio: 9 361 1.806 0.359 0.702
Mulch
Residuals 23 115.63 5.027
Tabla 17: ANOVA de la variable contenido relativo de agua de la primera cosecha del
cultivo
Fuente de Variacion g.l. Suma de Cuadrgdos Valor F Valor P
cuadrados medios
Sustrato 2 466.1 233.1 1.859 0.1818
Consorcio 1 154.4 154.4 1.232 0.2803
Mulch 1 39.2 39.2 0.312 0.5825
Sustrato: Consorcio 2 366.9 183.4 1.463 0.2553
Sustrato: Mulch 2 905.9 452.9 3.612 0.0458 *
Consorcio: Mulch 1 425.2 425.2 3.391 0.0804
sustrato: Consorcio: 2 5581 2791 2226 0.1341
Mulch
Residuals 20 2507.8 125.4

7.4. Indices nutricionales

Para el indice de contenido de clorofila (Figura 12), al final del estado vegetativo del
cultivo se detectaron diferencia estadisticamente significativa (P<0.02) para la interaccion
sustrato x consorcio (Tabla 18). Producto de esta interaccion, los tratamientos con consorcio
tendieron a indices de contenido de clorofila més altos en el sustrato de suelo con carbon, pero

esta tendencia no se observo en los otros sustratos.

Por otra parte, a diferencia de los resultados reportados en el parrafo anterior, a la primera
cosecha, no se detectd ningun efecto significativo del consorcio, pero si de la interaccién

sustrato x mulch (P<0.02, Tabla 19), siendo los indices de contenido de clorofila relativamente
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mayores en los sustratos de suelo con carbon y suelo sin enmendar cuando estuvieron cubiertos

por mulch, pero la tendencia contraria se registrd en el sustrato enmendado con cascarilla.

Tratamiento

75 ] B Carbon
EE Carbén + Consorcio
- Carbdn + Consorcio + Mulch

Bl Carbon + Muich

EE Cascarilla
50 - Cascarilla + Consorcio
i - Cascarilla + Consorcio + Mulch
- Cascarilla + Mulch
* éi EE Suelo

indice de contenido de clorofila

- Suelo + Consorcio
‘ Suelo + Consorcio + Mulch

ap@!ri._?i i! o

Final vegetativo Primera cosecha
Muestreo

25

Figura 12: indice de contenido de clorofila de las plantas de tomate

Tabla 18: ANOVA de la variable indice de contenido de clorofila del final del estado

vegetativo del cultivo

Sumade Cuadrados

cuadrados medios Valor F Valor P

Fuente de Variacion g.l.

Sustrato 2 34.57 17.28 1.522 0.2386
Consorcio 1 65.88 65.88 5.802 0.0240 *
Mulch 1 40.75 40.75 3.588 0.0703
Sustrato: Consorcio 2 10.32 5.16 0.454 0.6403
Sustrato: Mulch 2 3.75 1.88 0.165 0.8487
Consorcio: Mulch 1 7.38 7.38 0.650 0.4281
sustrato: Consorcio: 2 4086 20.43 1799 0.1870
Mulch
Residuals 24 272.53 11.36

Tabla 19: ANOVA de la variable indice de contenido de clorofila de la primera cosecha del

cultivo
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Suma de Cuadrados

Fuente de Variacion g.l. cuadrados  medios Valor F Valor P
Sustrato 2 614 307.2 1.459 0.2525
Consorcio 1 1 1.0 0.005 0.9447
Mulch 1 1 0.6 0.003 0.9592
Sustrato: Consorcio 2 50 25.2 0.120 0.8878
Sustrato: Mulch 2 1844 921.9 4.377 0.0239 =
Consorcio: Mulch 1 31 30.8 0.146 0.7055
Sustrato: Consorcio: 2 62 309 0.147 0.8641
Mulch
Residuals 24 5055 210.6

En el caso de la concentracion de NOs en la savia (Figura 13), las concentraciones al final
del estado vegetativo no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos durante el experimento (Tabla 20). Sin embargo, en la primera cosecha del cultivo
si se evidencio6 una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos en el efecto
del sustrato y también en la interaccion consorcio x mulch. En cuanto al efecto del sustrato, los
sustratos enmendados con cascarilla y carbon registraron mayores niveles de NOs™ en savia
que el suelo sin enmendar. Por otra parte, debido a la interaccion entre el consorcio y el mulch,
en el suelo sin enmendar y el suelo enmendado con cascarilla, las plantas con mulch e
inoculadas con el consorcio registraron valores mas bajos de NOs™ en savia, pero este efecto
no fue observado en el suelo enmendado con carbdn, en donde no se distinguieron diferencias

derivadas de la presencia o no de mulch o de consorcios.
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Figura 13: Contenido de nitrato en la sabia cultivadas bajo distintos tratamientos.

Tabla 20: ANOVA de la variable concentracion de nitrato en la savia del final del estado
vegetativo del cultivo

Sumade Cuadrados

Fuente de Variacion g.l. cuadrados  medios

Valor F Valor P

Sustrato 2 58467 29233 1.026 0.374
Consorcio 1 59211 59211 2.077 0.162
Mulch 1 5878 5878 0.206 0.654
Sustrato: Consorcio 2 67289 33644 1.180 0.324
Sustrato: Mulch 2 5956 2978 0.104 0.901
Consorcio: Mulch 1 14400 14400 0.505 0.484
Sustrato: Consorcio: 2 6467 3233 0113  0.893
Mulch

Residuals 24 684133 28506

Tabla 21: ANOVA de la variable concentracion de nitrato en la sabia de la primera cosecha

del cultivo
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Sumade Cuadrados

Fuente de Variacion g.l. cuadrados medios Valor F Valor P
Sustrato 2 846626 423313 5.068 0.0146 *
Consorcio 1 306 306 0.004 0.9522
Mulch 1 41684 41684 0.499 0.4867
Sustrato: Consorcio 2 87704 43852 0.525 0.5982
Sustrato: Mulch 2 71893 35947 0.430 0.6552
Consorcio: Mulch 1 495851 495851 5.937 0.0226 *
f/‘ljjlt;";‘]toz Consorcio: 2 60226 30113 0361  0.7010
Residuals 24 2004615 83526

En la variable de rendimiento por planta (Figura 14), todos los tratamientos tuvieron un

rendimiento similar y no se detectaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 22).

=]
400 1 .
(=]
8 300
cC
o
a
o) [s]
o
2
@
£ :
2
0]
T g0
[ ]
0 o
o D 0 & G -0 o o el -~ & S
& 3 3 R S ¥ @ & 3 3
T N T R A
® ® o o [y ® & o 0 3
o & © o & & o o &
$ & i & & o of &
Oe-’po e # Ff leid < S
x 3 x x
*CPO @] &\@ \}e\o
0*:? ec?* o
0’1‘.—
Tratamiento

Figura 14: Rendimiento por planta de tomate (Solanum lycopersicum) cultivadas bajo
distintos tratamientos.

Tabla 22: ANOVA de la variable rendimiento del cultivo de tomate
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Suma de Cuadrados

cuadrados  medios  valorF  VvalorP

Fuente de Variacion g.l.

Sustrato 2 2921 1460 0.142 0.869
Consorcio 1 108 108 0.011 0.919
Mulch 1 593 593 0.058 0.811
Sustrato: Consorcio 2 21011 10505 1.023 0.367
Sustrato: Mulch 2 3384 1692 0.165 0.849
Consorcio: Mulch 1 783 783 0.076 0.784
Sustrato: Consorcio: 2 23035 11518 1121 0.334
Mulch

Residuals 48 492987 10271

7.5. Propiedades bioldgicas del suelo

El perfil de diversidad en bacterias y hongos obtenido a través de electroforesis de
fragmentos amplificados de ADN ribosomal en gradiente desnaturalizante fue claramente
observado en los geles, obteniendose bandas definidas, de alta intensidad y buena distribucion
en el gel. Algunas bandas estan presentes en todas las muestras analizadas, mientras que otras
solo estan en pocas muestras. Por otra parte, se destaca la presencia de bandas muy intensas,

mientras que otras son mas tenues (Anexo 2 y 3).

En cuanto a la riqueza de UTOs de bacterias se puede observar que no existe diferencia
notable entre los tratamientos. Sin embrago en las muestras tomadas al final del experimento
se puede apreciar un aumento de la riqueza en 7 tratamientos. Siendo el tratamiento 3y 9 los

que presentaron una mayor riqueza de especies bacterianas (Tabla 23).

Tabla 23: Riqueza de bacterias al inicio y fin de cada uno de los tratamientos.

CONSORCIOS RIQUEZA

TRATAMIENTOS COBERTURA MICROBIANOS Inicio Fin
T1 Suelo Mineral SI SI 4 4
T2 Suelo Mineral NO SI 5 1
T3 Suelo Mineral SI NO 5 12
T4 Suelo Mineral NO NO 5 2
T5  Suelo Mineral + Biocarbon SI SI 4 3
T6  Suelo Mineral + Biocarbon NO SI 5 3
T7  Suelo Mineral + Biocarbon SI NO 2 4
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T8  Suelo Mineral + Biocarbon
T9  Suelo Mineral + Cascarilla
T10 Suelo Mineral + Cascarilla
T11 Suelo Mineral + Cascarilla
T12 Suelo Mineral + Cascarilla

NO
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NO
Sl
NO

NO
Sl
Sl

NO

NO

NN DN -

2

o w o o
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En cuanto a la composicion de las comunidades de bacterias, analizada usando el indice

de similitud de Jaccard (Figura 15 y 16) no se observaron agrupamientos definidos para los

tratamientos del 1 al 6, debido a que no existe ningun efecto de similitud de microorganismos

entre estos tratamientos. No obstante, en los tratamientos 7 al 12, se observa un ligero

agrupamiento de las muestras tomadas al final del experimento (f). Este ligero agrupamiento

que se presentan con las muestras tomadas al final del experimento, se debe a la presencia de

microorganismos similares entre los tratamientos T5f, T3f y T4f.

T3
15

T4f

T3f

T5f

Tb
Tof

Tl

— TIf

— T2f
T2

Figura 15: Dendograma de bacterias (16s) de acuerdo al indice de similitud de jaccard
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Figura 16: Dendograma de bacterias (16s) de acuerdo al indice de similitud de jaccard.

En cuanto a la riqueza de hongos se puede observar que la inoculacion de consorcios
microbianos no tuvo ningun efecto en los tratamientos. Debido a que existe mayor riqueza de
hongos en cada uno de los tratamientos al inicio, mientras que en la parte final de cada

tratamiento existe menos riqueza de hongos (Tabla 24).

Tabla 24: Riqueza de hongos al inicio y fin de cada uno de los tratamientos.

CONSORCIOS RIQUEZA

TRATAMIENTOS COBERTURA MICROBIANOS  Inicio  Fin
T1 Suelo Mineral Si SI 10 9
T2 Suelo Mineral NO Sl 10 5
T3 Suelo Mineral Sl NO 11 3
T4 Suelo Mineral NO NO 9 12
T5 Suelo Mineral + Biocarbon Sl Sl 8 9
T6 Suelo Mineral + Biocarbon NO SI 14 13
T7 Suelo Mineral + Biocarbon Sl NO 9 7
T8 Suelo Mineral + Biocarbon NO NO 6 14
T9 Suelo Mineral + Cascarilla Sl Sl 10 10
T10  Suelo Mineral + Cascarilla NO Sl 10 13
T11  Suelo Mineral + Cascarilla Si NO 11 9
T12  Suelo Mineral + Cascarilla NO NO 9 12
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De acuerdo al andlisis de composicion de la region ITS de hongos (Figura 17 y 18)

nuevamente se observaron agrupamientos medianamente definidos para las muestras tomadas

al final del experimento

T3
T5f
T1
T2
T4
T4f
T6f
T1f
T2f
T3f
TS5
T6

Figura 17: Dendograma de hongos (ITS) de acuerdo al indice de similitud de jaccard

T8
T7
T12
T7f
TOof
T12f
T11f
T8f
T10f
T11
T9
T10

Figura 18: Dendograma de hongos (ITS)) de acuerdo al indice de similitud de jaccard
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8. DISCUSION

Propiedades fisicas - quimicas del suelo

Para las variables correspondientes a las propiedades fisicas — quimicas del suelo como
el pH y CE al final del cultivo, se pudo evidenciar una diferencia estadistica significativa
(P<0,05) entre la interaccion sustrato — mulch. En donde, el tratamiento cascarilla mas mulch

fue quien resalto mas en las dos variables ya indicadas.

Nuestros resultados coinciden con lo que manifiesta Telenchana (2018) quien demostro
que la cascarilla de arroz mejora las condiciones de nutricion, aireacion, soltura y retencion de
humedad en el suelo. Mientras que Camacho (2016) en su estudio de Evaluacion de sustratos
alternativos a base de cascarilla de arroz y compost en plantulas de pimiento (Capsicum annuum
L.) encontré una correlacion altamente significativa entre CE, pH, K* y P mediante la

utilizacion de cascarilla de arroz como sustrato.

indices de crecimiento y desarrollo

Con respecto al didmetro del cuello de la planta se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la interaccion entre el sustrato y el consorcio (p<0.03).
Luna et al. (2013) y Hernandez et al. (2010), trabajando con rizobacterias del género Bacillus
inoculadas en plantas de tomate y pimiento en condiciones de invernadero, reportaron
resultados similares a los de esta tesis, y sugirieron que esta interaccion podria deberse al efecto
que tiene el sustrato sobre las poblaciones microbianas. En las cuales se ha registrado un
aumento significativo de la longitud de la planta, didmetro del tallo, biomasa foliar y radical

con respecto a las no inoculadas.

indices de estado hidrico

Para la variable conductancia estomatica al final del estado vegetativo del cultivo si se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (P<0.04) para la interaccion (sustrato +

WASHINGTON ORTIZ — TANIA YUNGA 67



-

i

%y

s

e
=

—

consorcio + mulch). Este resultado tiene concordancia con lo planteado por Amico etal.
(2007), cual expone que las plantas tratadas con el inoculante liquido (Glomus sp.) presentan
valores més altos de conductancia estomatica. Por otra parte, el mismo autor recalca que la
simbiosis micorrizica arbuscular puede afectar el balance hidrico de las plantas, tanto en
condiciones de buen abastecimiento hidrico como expuestas a la sequia, siendo su principal

efecto la alteracién del comportamiento estomatico.

Mientras tanto para la primera cosecha del cultivo también se pudo evidenciar una
diferencia estadistica significativa (P<0.0005) entre la interaccion sustrato — consorcio. Esta
interaccion podria estar relacionado con las caracteristicas del sustrato en el que se desarrolld
el experimento, ya que el mismo se utiliza usualmente para la reproduccion y el mantenimiento
del consorcio (Echevarria et al., 2013). Ademas, el tratamiento cascarilla mas consorcio fue
quien resalto mas en comparacion de los demas tratamientos. Esto es debido a que la cascarilla
de arroz cuenta con un alto contenido de lignina y fibra, siendo un sustrato ideal para el
desarrollo de hongos; similares resultados se obtuvieron en el trabajo de (Tombion etal.,

2016).

Examinando los resultados del contenido relativo de agua (P<0.04) y contenido de clorofila
(P<0.02) durante la primera cosecha del cultivo se constatd que existe una diferencia
estadisticamente significativa para la interaccion sustrato — mulch. Esta interaccion se deben a
que la cobertura del suelo con mulch de plastico, es un factor importante en el control de
malezas y conservacion de la humedad, lo que permite mantener un ambiente favorable para el
desarrollo de raices (Rodriguez, 2007). Lo cual concuerda con lo que manifiesta Maza & Villa
(2011), que el carbon ayuda a la reestructuracion del suelo mejorando sus propiedades fisicas

y la retencién de agua del suelo.

WASHINGTON ORTIZ — TANIA YUNGA 68



Gy g

WFE

e

I

% UNIVERSIDAD DE CUENCA
i

\

indices nutricionales

Para el indice de contenido de clorofila al final del estado vegetativo del cultivo se
detectaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.02) para la interaccion sustrato x
consorcio. Producto de esta interaccion, los tratamientos con consorcio tendieron a indices de
contenido de clorofila mas altos en el sustrato de suelo con carb6n. Seglin en un estudio
realizado por Maza & Villa (2011), expone que el carbon tiene la capacidad de ayudar al
desarrollo de la microflora de los suelos y aumentar su actividad bioldgica. Por otra parte
Bashan et al. (2004) indican que las aplicaciones de consorcios microbianos permiten a la planta
una nutricion mas balanceada y una mayor absorcion de nutrientes. Asi mismo Richardson et al.
(2009), manifiestan que la inoculacion con rizobacterias aumenta la absorcién de nutrientes
como Ca, K, Fe, Cu, Mn y Zn y que este incremento podria ser explicado por la produccion de
acidos organicos por las plantas y las bacterias que disminuye el pH de la rizosfera y hacen

solubles formas no disponibles de nutrimentos adyacentes a la raiz.

En el caso de la concentracion de NOs en la savia, en la primera cosecha del cultivo si se
evidenci6 una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos en el efecto del
sustrato y también en la interaccion consorcio x mulch. Estos resultados concuerdan con Ncube
et al. (2011) quienes manifiestan que aplicaciones combinadas de microorganismos eficientes
(ME) en el cultivo del tomate, incrementaron el contenido de N en la planta y en el suelo.
Ademas, los sustratos enmendados con cascarilla y carbdn registraron mayores niveles de NO3
! en la savia que el suelo sin enmendar. Estos resultados concuerdan con Telenchana (2018)
quien reportd que la cascarilla de arroz posee un mayor porcentaje de N Total (0.98%), fésforo
(0.108%), calcio (7.32%), magnesio (1%) y mayor presencia de cobre 39 ppm) y zinc (98 ppm),

lo que beneficio el crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate.
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Estructura y composicion de las comunidades microbianas

En el analisis del DGGE se determin6 que no existen diferencias relevantes en los
indices de riqueza de hongos y bacterias de los tratamientos inoculados con consorcios
microbianos. El cual concuerda con los resultados obtenidos por Riera (2017), donde
menciona que no observaron diferencias significativas en los perfiles del DGGE en cada
par de muestras, lo cual significa que las comunidades fungicas y bacterianas son muy

similares en los suelos manejados bajo los sistemas organicos y convencionales.

Ademas, otro estudio realizado por Llivicura & Pafii (2017), donde se compar6 la
diversidad de bacterias y hongos edéaficos de cultivos de hortalizas organicos y convencionales
usando la misma técnica utilizada en esta tesis obtuvieron resultados similares a los de nuestro
estudio, registrando que no existieron diferencias significativas a nivel de las comunidades

microbianas ni tampoco en las propiedades fisico-quimicos entre los dos sistemas de manejo

evaluados.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. Conclusiones

Al realizar la aplicacion de consorcios microbianos en el cultivo de tomate de mesa bajo
diferentes sustratos, se evidencid que, si hubo cambios leves en las propiedades fisico-quimicas
del suelo (pH, C.E), a excepcion de la densidad aparente. En cuanto al indice de crecimiento y
desarrollo la variable didmetro del tallo fue la que registr0 cambios estadisticamente

significativos a diferencia de las variables altura y emision foliar.

Referente al indice de estado hidrico, las variables conductancia estomatica y contenido
relativo de agua fueron quienes tuvieron mayor significancia teniendo una interaccion entre
sustrato - consorcio - mulch. De la misma manera el indice nutricional de la planta tuvo cambios

significativos a nivel de la concentracion de NOz™ en la savia y contenido de clorofila.

Ademas, el sustrato que mayor eficiencia tubo en casi todos los tratamientos fue la
cascarilla de arroz en interaccidn con los consorcios microbianos. También se observo que en

la mayoria de las variables analizadas predomind mas la interaccion sustrato x mulch.

En cuanto a la diversidad de las comunidades de bacterias y hongos del suelo usando
marcadores de ADNr se pudieron detectar diferencias claras entre los tratamientos. No obstante,
el andlisis de DGGE realizado indic6 que existio una mayor riqueza de hongos a comparacion

de la riqueza de bacterias en cada uno de los tratamientos.

No obstante, por las limitaciones de la técnica empleada no es posible saber qué tipo de
microorganismos estén presentes en esos suelos, debido a que pueden ser microorganismos

patdgenos, benéficos, antagonistas, oportunistas, etc.
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9.2. Recomendaciones
Los sitios de muestreo en los que se aplicaron las distintas combinaciones de sustratos

y consorcios fue un cultivo de ciclo corto, por lo que es importante que se realice en el futuro

mas estudios debido a que tanto la aplicacion de consorcios microbianos como la de sustratos

es un proceso de transicion o en un intervalo mas prolongado de aplicacion.
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11. ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de extraccion de ADN de suelos.
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Anexo 4: Inoculacidn del consorcio microbiano en cada uno de los tratamientos.
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Anexo 6: Toma de datos de las variables del indice hidrico y nutricional de cada uno de los
tratamientos.
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