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Resumen

En Colombia, el cultivo de Cacao (Theobroma cacao) tiene un alto potencial agronémico. Sin
embargo, presenta una baja productividad como resultado, en parte, a un manejo ineficiente de la
fertilizacion. Programas de fertilizacion fundamentados en los requerimientos nutricionales del
cultivo, en el conocimiento del papel que cumple la comunidad microbiana en el ciclaje de
nutrientes y del efecto que casusa la fertilizacion sobre esta comunidad, permitira contar con
planes de fertilizacion mas efectivos que aumentarian la productividad del cultivo de manera
sostenible. Este proyecto tiene como objetivo realizar la caracterizacion morfolégica y molecular
de la comunidad microbiana cultivable asociada a la degradacion de celulosa, solubilizacién de
fosfastos (fosfato tricalcico, de hierro y aluminio) y fijacion de nitrogeno libre en suelos y compost
presentes en dos fincas cacaoteras ubicadas en el municipio de Nilo, Cundinamarca. Para ello, se
colectaron muestras compuestas de suelo rizosférico de plantas de cacao provenientes de una finca
con fertilizacion convencional o quimica y otra organica. Se determiné el logUFC por gramo seco
de suelo como medida indirecta de la abundancia de microrganismos encontrada en cada muestra;
se aislo y caracteriz6 los morfotipos aislados de bacterias y hongos encontrados en medios
selectivos y se determiné su actividad enzimética cualitativa celulolitica y solubilizadora de
fosfatos. La identificacion molecular fue llevada a cabo para los morfotipos de bacterias y hongos
que presentaron mayor potencialidad usando el marcador 16S e ITS1-4 del gen rADN,
respectivamente. Se encontr6 que la abundancia de bacterias celuloliticas y hongos
solubilizadores de fosfatos fue mayor en el suelo con manejo organico y el compost presento la
mayor diversidad y abundancia de microorganismos celuloliticos. Del total de 63 hongos con
potencial de degradacion de celulosa, Fusarium sp. obtuvo el mejor resultado con un factor de
hidrolisis de 2.3. De un total de 38 hongos potenciales solubilizadores de fosforo, Ustilaginpoidea
sp., presentd el mejor resultado con factor de solubilizacion en fosfato tricalcico de 1.5. Respecto
a bacterias fijadoras de nitrdgeno, la abundancia de morfotipos fue mayor en la finca organica,
aunque sin diferencias significativas, siendo el género Bacillus sp. el potencial fijador. Este

estudio permite resaltar el papel de la microbiota nativa en el ciclaje de carbono, fésforo y
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nitrdgeno, asi como su contribucidn a la fertilidad natural de suelos cacaoteros y la productividad

del cultivo.

Introduccion

Colombia es un pais agricola donde el cultivo de cacao presenta niveles bajos de productividad
(56.785 Ton) (FEDECACAO, 2016) comparado con paises como Ecuador, Brasil y Costa de
Marfil (FAO, 2016). Una alternativa para obtener una alta productividad en el cultivo es contar
con un adecuado plan de fertilizacion que contemple los nutrientes que son requeridos por el
cultivo, que evite el uso indiscriminado de insumos de sintesis quimica, tenga menor impacto
negativo en los agroecosistemas (Kumar, Maurya, & Raghuwanshi, 2014) y genere una actividad
agricola sostenible. A pesar de que la comunidad microbiana del suelo cumple un papel esencial
en el ciclaje de nutrientes (Mocali & Benedetti, 2010; Avellaneda & Torres, 2014; Uribe-Velez
& Melgarejo, 2014), se desconoce su papel en la regulacion de los ciclos geoguimicos como el
carbono (C), nitrégeno (N) y fésforo (P), entre otros. Adicionalmente, son pocos los estudios
sobre el efecto que tiene el tipo de fertilizacion convencional (quimica) u orgéanica sobre la
estructura y funcionalidad de la comunidad bidtica asociada al cultivo del cacao. Este trabajo
busca identificar y caracterizar los microorganismos nativos cultivables con potencial para
degradar celulosa, fijar nitrégeno y solubilizar fosfatos presentes en suelos cacaoteros bajo
fertilizacion convencional y organica del municipio de Nilo-Cundinamarca-Colombia, como
contribucion al manejo de la fertilidad del suelo. Esta investigacion hace parte del proyecto de
Mejoramiento de la productividad de cacao en las provincias de Rionegro y Alto Magdalena,
el cual hace parte del derivado No. 2 del Convenio Marco 395 de 2012, en donde participan las
siguientes entidades Universidad Nacional de Colombia, Alcaldia Mayor de Cundinamarca,
Gobernacion de Cundinamarca, CORPOICA y FEDECACAO.

Materiales y métodos

Muestreo de suelos, hojarasca y de compost

El lugar de estudio se ubico en el municipio de Nilo — Cundinamarca, Colombia (Figura 1). Se
realiz6 el muestreo en dos fincas contrastantes por el tipo de fertilizacién empleada: convencional
y organica con certificacion BCS OKO GARANTIE COLOMBIA S.A.S. La seleccion de los
puntos fue realizada en Qgis® utilizando el método de cuadricula a partir del perimetro de cada
uno de los suelos. En total se tomaron 15 submuestras para la finca convencional y 20 submuestras
para la finca organica y cada submuestra correspondié a un arbol de cacao, en el cual, se tomaron
cuatro muestras de suelo equidistantes entre si y alejadas a 30 cm de la baso del arbol; las muestras

de suelo fueron tomadas a una profundidad de 15 cm. Adicionalmente, fue tomada una muestra
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de compost que contenia residuos de platano (Musa acuminata), banano (Musa paradisiaca) y

mango (Mangifera indica), los cuales provenian del sistema de produccion organico.
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Figura 1. Localizacion del estudio realizado. Municipio de Nilo, departamento de Cundinamarca,

Colombia.

Aislamiento microbiolégico en medios selectivos y preservacion

Se realizo la dilucion seriada de los suelos en medios selectivos, siguiendo la metodologia
reportada por Avellaneda & Torres (2014) con algunas modificaciones: Para microrganismos
degradadores de celulosa fue utilizado el medio CMC; para bacterias fijadoras de nitrégeno, se
utilizé el medio de Rennie y para microorganismos solubilizadores de fosfato se utiliz6 el medio
de cultivo SMRS. Los medios selectivos utilizados para las bacterias y hongos se incubaron a
37°C por 48 horas y a temperatura ambiente de 5 - 7 dias, respectivamente, y luego se determind
el Numero de Unidades formadoras de Colonias (UFC). Se utilizaron tres réplicas por dilucion y
tipo de medio selectivo. Finalmente, se realizé el aislamiento, purificacion y preservacion de los

morfotipos.

Identificacion y caracterizacion de morfotipos

La caracterizacion macrocroscopica de bacterias se realizd con base en tamafio, color, forma,
borde, superficie, elevacion, luz reflejada y consistencia de la colonia y la caracterizacion
microscOpica a partir de tincion de Gram. Para el caso de hongos, las caracteristicas
macroscopicas fueron el color del micelio (pigmentacion), aspecto y generacion de pigmentos
difusibles. Las caracteristicas microscdpicas de los hongos fueron realizadas mediante el uso de

improntas y microcultivos.
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Prueba de Rojo Congo, solubilizacion de fosfatos y evaluacién de fijacion de nitrogeno

Con el fin de evaluar el potencial de degradacion de celulosa, fue realizada la prueba de Rojo
Congo de acuerdo a lo reportado por Moya & Torres (2012). El potencial de solubilizacion de
fosfatos fue evaluado en aquellos hongos y bacterias que presentaron un halo de solubilizacién
en medio SMRS. Esta Gltima prueba fue realizada utilizando tres fuentes de fosforo de manera
independiente: i) Fosfato tricalcico [Cas(POs).], ii) Fosfato de hierro [FePO.] v iii) fosfato de
aluminio [AIPO4], estas fuentes fueron adicionadas en el medio de cultivo SMRS a una
concentracion de 3 g-L* de medio. Los factores de solubilizacion se determinaron midiendo los

didmetros de halo y colonia [didmetro del halo de hidrdlisis (cm)/diametro de la colonia (cm)].

La habilidad fijadora de nitrogeno atmosférico fue determinada en bacterias a través del uso del
medio Rennie, carente de cualquier fuente de dicho elemento. El viraje del medio de verde a azul

fue el indicador de la potencialidad de la fijacion del nitrogeno.

Anélisis estadistico

Fueron realizados analisis descriptivos y analisis de varianza (ANOVA). El analisis descriptivo
incluyd boxplot para los microorganismos con potencial celulolitico e involucrados en la
solubilizacion de fosfatos. En ANOVA se realiz6 bajo un disefio factorial con el tipo de finca,
ciclo biogeoquimico y tres repeticiones. Se utilizo la prueba de comparacion maltiple de Tukey
(p<0.05) para la comparacion entre medias de los tratamientos resultantes de la combinacion de

factores.

Resultados y discusion

Abundancia de morfotipos aislados

En relacion al factor sustrato, la abundancia total de hongos y bacterias no fue significativamente
diferente. Al respecto, Aon et al. (2001), mencionan que muchas labores de manejo agronémico
pueden no afectar significativamente la estructura microbiana presente en diferentes sistemas de
cultivo. La abundancia de bacterias celuloliticas y hongos solubilizadores de fosfatos y
degradadores de celulosa fue significativamente mayor en la finca orgéanica y el compost respecto
al suelo de manejo convencional (Figura 2). En el caso de la actividad celulolitica, los resultados
son atribuidos a la composicion de suelos con manejo orgéanico y de materiales de compost, en
donde la proporcion e incorporacion de materiales fibricos y hémicos es mayor en relacion a la

de un suelo con manejo convencional y por tanto los sustratos de degradacion son méas abundantes.

En los suelos bajo fertilizacion convencional, la abundancia de hongos solubilizadores de fosfatos

fue significativamente menor a la del suelo con fertilizacién organica y compost. Beauregard et
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al. (2010) encontraron que la adicion de fertilizantes influencian la composicién de bacterias y

hongos por el impacto que tienen en el corto y largo plazo sobre el ambiente del suelo.
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Figura 2. Abundancia de morfotipos de microorganismos en diferentes sustratos evaluados en
fincas cacaoteras del municipio de Nilo (Cundinamarca-Colombia) bajo fertilizacién
convencional (quimica) y organica. A corresponde a bacterias y B a hongos. Microorganismos
asociados al ciclo biogeogquimico C, carbono; N, nitrégeno; P, fésforo. Medias con diferente letra

son significativamente diferentes (p<0.05).

Microorganismos asociados a la degradacion de celulosa, rojo Congo y solubilizacion de fosfatos
Del total de morfotipos aislados, el 91% correspondieron a hongos, o que indica que la funcion
de degradacién de celulosa en los diferentes suelos y materiales evaluados estd mayormente
relacionada con los hongos. Con respecto a la prueba de rojo congo, la figura 3 muestra el
resultado del factor de hidrdlisis en donde se presentd un mayor nimero de morfotipos en el
compost en comparacion con los dos tipos de suelo. Ademas, en este material se evidencid el
morfotipo con el mayor factor de hidr6lisis (2.3) correspondiente a Ustilaginoidea sp. EI género
predominante asociado a este tipo de degradacion en la zona estudiada fue Fusarium spp. con un
11.97% de participacion. De otro lado, la muestra de compost present6 especies de los géneros
Sepedonium, Aspergillus y Ustilaginoidea que no fueron encontrados en los otros dos materiales
evaluados. Esto muestra que, dependiendo del material de origen, la proporcion, tipo y cantidad

de microorganismos cambia.

De este modo, se observa que el nicho de este tipo de microorganismos se encuentra en la muestra
de compost. Un estudio realizado por Avellaneda-Torres, Guevara Pulido, & Torres (2014),
muestra la correlacion que existe entre la prueba de rojo Congo con la actividad enzimatica de los

hongos degradadores de celulosa.
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Figura 3. Factor de hidrdlisis de hongos evaluados en compost, suelo de un sistema organico y

uno convencional. Las barras de error indican

De otro lado, en el suelo, el fésforo puede formar complejos estables con el aluminio, hierro o
calcio. Las formas predominantes varian de acuerdo a las caracteristicas quimicas del mismo
como pH, la capacidad de intercambio catiénico, entre otras; en suelos con pH acido predominan
los fosfatos de hierro y aluminio y en pH altos los fosfatos de calcio (Park et al., 2010; Stevenson
& Cole, 1999). En este sentido, la prueba con diferentes fuentes permite evidenciar la capacidad

de los hongos aislados para solubilizar diferentes fuentes de fésforo (Figura 4).

En el suelo convencional, Penicillium spp. Aspergillus spp. y Verticillium sp. evidenciaron
solubilizacién de las fuentes de fosforo acomplejadas con calcio y aluminio. Uno de los
morfotipos aislados del género Aspergillus spp. y Fusarium sp. mostraron solubilizacion de

fosfatos de hierro, siendo potenciales en suelos con la predominancia de estas fuentes de fésforo.

En el compost, Penicillium sp. mostré solubilizacion Gnicamente de la fuente de fosfato de calcio
y en el suelo del sistema productivo organico Penicillium spp. y Aspergillus sp. exhibieron una
solubilizacién de fosfatos de calcio y de aluminio. Debido a las condiciones acidas de los suelos
estudiados (pH 4.53 y 5,87 para suelos con manejo organico y convencional, respectivamente)
los hongos de los géneros Penicillium spp. y Aspergillus sp resultan ser de importancia en

términos de solubilizacion en esta region.
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Figura 4. Solubilizacién de fosfatos de calcio, hierro y aluminio en morfotipos de hongos aislados

a partir de suelo con manejo convencional, organico y compost.

Conclusiones

El cultivo de cacao alberga una comunidad de microorganismos benéfica en suelo asociada a
degradacion de celulosa, solubilizacion de fosfatos y fijacion de nitrégeno. En sustratos como el
compost se encuentra hongos con potencial en la degradacion de celulosa y la solubilizacion de
fosfatos que pueden ser utilizados en programas de biofertilizacién para el cultivo de cacao.
Ustilaginoidea sp. aislado a partir de compost tiene un alto potencial de degradacién de celulosa
y Fusarium sp. proveniente del suelo con manejo convencional un alto potencial de degradacion

de fosfatos de calcio, hierro y aluminio.
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