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ARTICULO DE INVESTIGACION

Cuantificacion de bacterias diazotrofas aisladas de suelos
cacaoteros (Theobroma cacao L.), por la técnica
de Numero Mas Probable (NMP)

Quantification of diazotrophs bacteria isolated from cocoa soils
(Theobroma cacao L.), by the technique
of Most Probable Number (MPN)

Adriana Zulay Argiiello-Navarro™, Niccolay Madiedo Soler™”, Laura Yolima Moreno-Rozo™""

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.47678

Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo cuantificar bacterias diazétrofas y comparar fisicoquimicamente suelos rizosféricos
de tres cacaotales (Theobroma cacao L.) del Departamento Norte de Santander, Colombia; para lo cual se caracterizaron,
diferenciandose en drea cultivada, manejo agronémico y edad del cultivo. A partir de diluciones seriadas de las muestras
y empleando la técnica de Nimero Mas Probable (NMP), en medios de cultivo semiselectivos (NFb, JMV, LGI, JNFb) semi-
solidos, se cuantificaron las diazétrofas, evaluando como positivo la formacion de una pelicula subsuperficial en el medio
contenido en viales sellados; muestras pares se enviaron al laboratorio Bioambiental (UNET) para los andlisis fisicoquimicos.
Como resultado, las muestras evaluadas mostraron deficiencias en el porcentaje de materia organica y elementos como
Potasio, Fosforo y Magnesio. Se reportaron estadisticamente diferencias altamente significativas en NMP. La mayor cuan-
tificacion de diazétrofas se reporté en la finca Florilandia, que se caracterizé por tener riego por goteo. La mayor cuantifi-
cacion de diazotréfas se registré en los medios NFb y JMV, demostrandose una mayor presencia de los presuntos géneros
Azospirillum sp. y Burkholderia sp. los cuales son facilmente aislados de suelos rizosféricos, a diferencia de los géneros
Herbaspirillum sp. y Gluconacetobacter sp. que por su caracter endéfito suelen ser menos predominantes en este tipo de
muestras. Se concluye ademas, que las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, la humedad vy las relaciones climaticas al
momento de la toma de las muestras, condicionan la cantidad de exudados de las raices y por tanto son factores que con-
dicionaron la presencia de diazétrofas en las muestras.

Palabras clave: Azospirillum, Burkholderia, cacao, rizosfera.

Abstract

The objective of this research was to quantify diazotrophic bacteria and compare physicochemically rhizospheric soils
of three cocoa plantations (Theobroma cacao L.) in Norte de Santander Department, Colombia; for which they were
characterized, differing in cultivated area, agronomic management and crop age. From serial dilutions of the samples and
using the technique of Most Probable Number (MPN), In semisolid culture media (NFb, JMV, LGI, ]NFb), the diazotrophs
were quantified, evaluating as positive the formation of a subsurface film in the medium contained in sealed vials; equal
samples were sent to the Bioambiental laboratory (UNET) for physicochemical analyzes. As a result, the evaluated samples
showed deficiencies in the percentage of organic matter and elements such as Potassium, Phosphorus and Magnesium.
Statistically highly significant differences in MPN were reported. The highest quantification of diazotrophs was reported in
the Florilandia farm, which was characterized by drip irrigation. The highest quantification of diazotrophs was recorded in
the media NFb and JMV, demonstrating a greater presence of the presumed genera Azospirillum sp. and Burkholderia sp.
which are easily isolated from rhizospheric soils, unlike the genera Herbaspirillum sp. and Gluconacetobacter sp. which by
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their endophytic character tend to be less predominant in this type of samples. It is also concluded that the physicochemi-
cal characteristics of the soil, humidity and climatic relationships at the moment of sampling, condition the amount of root
exudates and therefore are factors that conditioned the presence of diazotrophs in the samples.

Keywords: Azospirillum, Burkholderia, cocoa, rhizosphere.
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Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L.), es un arbol nativo de las
regiones tropicales himedas de Suramérica (Motama-
yor et al, 2002); es un cultivo perenne de cuyos frutos
llamados mazorcas, se extraen los granos o semillas que
son ricos en nutrientes y grasas que se utilizan para la
fabricacion de diversos productos agroindustriales, lle-
gando a ser uno de los cultivos de mayor importancia
socioeconémica en Colombia, debido a que aporta mas
de 71 millones de délares al producto interno bruto del
pais y genera trabajo para el sostenimiento de mas de
24 mil hogares colombianos (Pinzén et al., 2009).

En muchas regiones incluyendo Norte de Santander;
dada la necesidad de una mayor produccién con
el uso de suelos poco fértiles y con altos requeri-
mientos nutricionales para la agricultura, se ha au-
mentado el uso de fertilizantes quimicos con el fin
de proveer al suelo de elementos necesarios como
Nitrogeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K), esenciales
para el desarrollo 6ptimo de las plantas (Uribe et
al.,, 2000); no considerandose, que el uso continuo
y cada vez mayor de este tipo de fertilizantes y de
otros productos empleados sin la correcta dosifica-
cion, da como resultado la acidificacion y erosion de
los suelos, la alteracion de sus propiedades fisicas y
quimicas, y la destruccién de la vida microbiana pre-
sente en él, alterando procesos microscépicos que
ayudan a mejorar la calidad del suelo y de los culti-
vos (Rodriguez & Lopez, 2009).

De ahi, que el objeto de esta investigacion consistié en
cuantificar las poblaciones de bacterias fijadoras de Ni-
trogeno (diazétrofas), aisladas de muestras compuestas
de tres suelos rizosféricos de cacao y compararlos fisi-
coquimicamente; dado que la actividad microbiana de
la rizosfera en gran medida, es responsable del funcio-
namiento del ecosistema y de la fertilidad de los suelos
agricolas (Jaizme-Vega & Rodriguez-Romero, 2008).

El mejoramiento del desarrollo y nutricion de la planta
y el aumento de la tolerancia de los cultivos frente al
estrés, son algunos de los beneficios que las bacterias
rizosféricas presentes en los cultivos, pueden aportarle
a la agricultura (Compant et al.,, 2010). Este tipo de
bacterias, aseguran la sostenibilidad de los cultivos
contribuyendo a mejorar la calidad del suelo, limitar
el aporte de nutrientes e incrementar los rendimientos
en produccion (Hernandez et al., 2006).

Aprobado: octubre 22 de 2016

Las bacterias diazotréfas son de gran importancia agri-
cola como intermediarios en el proceso de fijacion
biol6gica del nitrégeno, reduciendo el nitrégeno atmos-
férico no asimilable por las plantas a amonio, ayudando
asi a suplir carencias de este elemento en los cultivos
(Vallejo et al,, 2008). EI N tiene la capacidad de aumen-
tar la fertilidad del suelo mediante la formacién de hu-
mus, que posee la facultad de almacenar N, disminuir la
pérdida de K, Ca y Mg, y al mismo tiempo mantiene la
humedad del suelo, mejorando los procesos biol6gicos
desarrollados en él (Mayz-Figueroa, 2004).

Dado que el crecimiento y la buena produccién del
cultivo de cacao dependen en gran medida de la exis-
tencia de buenas condiciones fisicas y quimicas del
suelo, descriptivamente se realizé la caracterizacion
de los cultivos de cacao seleccionados, mediante pre-
via encuesta realizada a los propietarios; ademas, y
por el método de investigacion experimental, se toma-
ron muestras compuestas de suelo rizosférico para el
andlisis de las caracteristicas fisicas y nutricionales; y
a partir de muestras pares se realizé la cuantificacion
de diazétrofas por la técnica de ndmero mas probable
(NMP), la cual da una estimacion realista de un orga-
nismo estudio, al sefalar su presencia o ausencia en
las réplicas y en la diluciéon mas alta posible, lo que
demuestra en los resultados, el calculo de la poblacion
presente en una muestra (Ranganayaki et al, 2006,
Soares et al,, 2006).

Con los resultados obtenidos se concluyé que aunque
los cultivos se ubican en una misma zona, estos difieren
en cuanto a manejo agronomico, nivel de produccion,
propiedades fisicas y quimicas de los suelos, reportan-
do condiciones moderadamente aptas para el cultivo,
segln los requerimientos eco-fisiolégicos y de manejo
para el cultivo de cacao en Colombia de Rojas y Sacris-
tan (2009); sin embargo estos logran mantenerse dado
que el cultivo de cacao tiene una gran adaptabilidad a
condiciones adversas (Argtiello-Navarro & Moreno-Ro-
70, 2014). En lo referente a la cuantificacion de diazétro-
fas, estadisticamente se reportan diferencias altamente
significativas en los medios de cultivo Nfb y JMV donde
crecen presuntivamente los géneros bacterianos Azos-
pirillum sp. y Burkholderia sp. respectivamente y que
son predominantes en la zona de rizosfera. La menor
presencia se cuantificé en los medios JNFb y LGl don-
de crecen presuntivamente los géneros bacterianos de
Herbaspirillum sp. y Gluconacetobacter sp., dado que
son de naturaleza mas enddfita.
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Materiales y métodos

Caracterizacion de los cultivos de cacao

Se elaboré un formato de encuesta la cual se aplico a
los propietarios de los cultivos de cacao de las fincas
El Porvenir, Florilandia y Villa antigua, de la Vereda Astille-
ros, municipio El Zulia, Departamento Norte de Santan-
der, Colombia; sobre el manejo que los cacaotales, edad
del cultivo, area sembrada, manejo agronémico, tipo de
fertilizacion, sistema de riego, produccion, especies de
sombrio, uso anterior de suelo, georreferenciando cada
cultivo mediante el uso de GPS Marca Garmin MAP 78s.

Toma de muestras de suelos cacaoteros

Para la toma de muestras se recorrieron los lotes en
zig-zag, seleccionando arboles de cacao al azar que
presentaran buen estado fitosanitario y se encontraran
cercanos al centro del cultivo. Dentro de cada uno de
los tres cultivos, se tomaron tres muestras compuestas
de suelo rizosférico para un total de nueve muestras,
las cuales se conformaron tomando submuestras (20
por Ha) hasta los 10 cm de profundidad en forma de
“V”, limpiando previamente la superficie del terreno,
teniendo en cuenta que cada submuestra fuera del
mismo volumen que las demas y representara la mis-
ma seccion transversal del volumen del que se tomaba
la muestra (una misma profundidad) (Sosa, 2002), es-
tas submuestras se depositaron en un balde limpio y
se mezclaron para tomar 1 kg de muestra compuesta,
que fue puesta en una bolsa limpia y debidamente ro-
tulada con la informacién de la muestra.

Aundlisis fisicos y quimicos

Muestras pares de suelo rizosférico se trasladaron has-
ta el laboratorio Bioambiental de la Universidad Na-
cional Experimental del Tachira (UNET) para los analisis
fisicoquimicos. La textura se determiné por el método
del hidrémetro de Bouyoucos (Bouyoucos, 1962); el
porcentaje de materia organica (MO) se determiné por
el método de digestion himeda de Wakley y Black
(Jackson, 1970); Calcio, Magnesio y Potasio con solu-
cion de Acetato de amonio y se hizo lectura median-
te absorcion atomica (Perkin Elmer AAnalyst 100), la
conductividad eléctrica se realizé6 por medio de un
conductimetro sobre extracto de suelo. Para la medi-
cion del P soluble se utilizé el método de Bray | (Bray
y Kurtz, 1945), la cuantificacion se llevé a cabo por
colorimetria azul de molibdeno (Spectronic 2.0, Ther-
moSpectronic). El pH fue determinado por suspension
acuosa: 1:5 suelo en agua agitada durante 20 minutos
(Jackson, 1970) utilizando un electrodo de vidrio (pH
METER BT-600, Boeco). Los micronutrientes (Magne-
sio, Zinc, Hierro, Cobre) se determinaron por el méto-
do de extraccion con la solucion Carolina del Norte,
haciendo lectura por espectrofotometria de absorcion
atomica (Perkin ElImer AAnalyst 100).

Cuantificacion de bacterias diazétrofas por la técnica
de Niimero Mds Probable (NMP)

En un erlenmeyer con 90 mL de agua peptona, se
agregaron 10 gr del suelo rizosférico, el cual se agi-
té por 5 minutos y se dejé en reposo por 10 minu-
tos, tomando de la interfase formada, un 1T mL con
pipeta estéril para iniciar el proceso de diluciones
seriadas hasta 107 en tubos con tapa de rosca con
9 mL de agua peptona. Una vez obtenidas las di-
luciones, se inoculé 0,1 mL (100 pL) en la dilucién
102 hasta 107 en tres réplicas por triplicado, (re-
pitiendo este mismo procedimiento para cada una
de las muestras compuestas), empleando viales de
vidrio incoloro estériles con 5 mL de medio semi-
sélido NFb (semiespecifico para Azospirillum spp.
Acido malico 5 g/L; K;HPO40.5 g/L; MgSO..7H,O
0.2 g/L; NaCl 0,1 g/L; CaCl,.2H.O 0.02 g/L; Solu-
cion Micronutrientes 2 mL; Azul de Bromotimol 2
mL (Solucién 0.5 % en 0.2 N KOH); FEEDTA 4 mlL;
Solucién Vitaminas 1 mL; KOH 4.5 g/L). JMV (se-
miespecifico para Burkholderia spp.: Manitol 5 g/L;
KH.PO. 0.6 g/L; MgSO..7H,O 0.2 g/L; NaCl 0.1
g/L; CaCl:.2H:0O 0.2 g/L; Solucién de Micronu-
trientes 2 mL; Azul de Bromotimol 2 mL; FeEDTA
4 mL; Solucién Vitaminas 1 mL). LGl (semiespecifi-
co para Gluconacetobacter spp.: Sacarosa 100 g/L;
K:HPO, 0.2 g/L; KH.PO4 0.6 g/L; MgSO4.7HzO 0.2
g/L; CaClo.2H,0 0.02 g/L; Na;MO..2H,0 0.002 g/L;
FeCl;.6H,O 0.01 g/L; Azul de Bromotimol 5 mL
(Solucion 0,5% en 0,2 N KOH), JNFb (semiespeci-
fico para Herbaspirillum spp.: Acido malico 5.0 g/L;
K:HPO,4 0.5 g/L; KH.PO, 1.8 g/L; MgSO4.7HzO 0.2
g/L; NaCl 0.1 g/L; CaCl,.2H.O 0.02 g/L; Solucién
de Micronutrientes 2 mL; Azul de Bromotimol 2 mL
(Solucion 0,5% en 0,2N KOH); FeEDTA 4 mL; Solu-
cion de Vitaminas 1 mL; KOH 4,5 g/L), sellados con
tapones de gasa estéril.

La solucion de micronutrientes se preparé con
CuSO4+5H,0 0,04 g/L; ZnSO*7H,0O 1,20 g/L; H;BO;
1,40 g/L; Na:Mo0O4.H,O 1,00 g/L; MnSO4.H,O 1,175
g/L. La solucién de vitaminas: Biotina 10 mg; Piridoxol-
HCI 20 mg; disuelta en bafno maria y completado el
volumen para 100 mL con agua destilada. La solucion
Fe EDTA (Solucion 1,64% - g/100mL): NaEDTA 0,746
g; FeSO4 0,556 g. Para la preparacién del medio semi-
solido se adicion6 1.8 gr / Litro de agar ajustandose
pH para NFb (6,8), IMV (4.5), LGI (6,0), INFb (5.8) (Bal-
dani et al.,, 1996).

Los viales inoculados con las diluciones, se incubaron
durante 7 dias a 32 °C, observando la formacion de
pelicula subsuperficial para crecimiento positivo, para
cada dilucién y cada repeticion realizada. Los datos de
la cuantificacion por NMP de las bacterias diazétrofas,
se interpretaron segun la tabla de McCraddy (Déberei-
ner et al., 1995) y transformados a logaritmo mediante
el software Statgraphics 15.0.
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Resultados y discusién

Caracterizacion de los cultivos de cacao

El sistema de produccion de cacao en Colombia tra-
dicionalmente ha sido una explotacién de economia
campesina, por lo cual se requiere consultar directa-
mente al productor; por ello entre mas completo sea
el sistema de recoleccién de informacion de la finca
y del cultivo, se dispondra de mas informacion para
analizar y lograr comprender el estado del mismo. De
alli que la caracterizacién previa de las zonas de mues-
treo es de gran importancia, ya que proporciona in-
formacion que con el diagnéstico visual no es posible
detectar (tabla 1).

Los cacaotales de las fincas estudio, se encuentran en
terrenos topograficamente planos, entre los 114y 130
msnm, temperatura promedio de 30 °C y una preci-
pitacion anual de 910-1610 mm, que acorde con lo
reportado por Rojas & Sacristan (2009), se encuen-
tran en unas condiciones ecofisiol6gicas moderada-
mente aptas para el cultivo, dado que este cultivo en
Colombia se desarrolla mejor sobre los 400 msnm, a
una temperatura promedio entre 24 y 28 °C, y una
precipitacion promedio anual mayor a los 1800 mm.

Dado que el arbol de cacao es una especie umbrofi-
la, es decir, que requiere de sombra para su normal
desarrollo; los cultivos se hallaron acompanados de
especies de sombrio permanente como ceibo (Cedre-

la adorata), pardillo (Cordia alliodora), acacia (Acacia
mangium wild) y/o Urapo (Tabebuia rosea), lo que trae
ademads beneficios ambientales y econémicos tanto
para el agricultor como para el cultivo, ya que los arbo-
les de sombra ayudan a reducir el estrés, debido a que
mejoran las condiciones climaticas adversas y los des-
equilibrios nutricionales (Beer et al.,1987), ademas de
aumentar el contenido de materia organica mediante
el reciclaje de nutrientes.

La caracterizacion fisicoquimica de las muestras de sue-
lo rizosférico se reporta detalladamente en la tabla 2.

El contenido de materia orgéanica presente en los sue-
los cacaoteros analizados oscilé entre 0.81 y 2.59 %,
una concentracion baja segun lo reportado por Rojo
& Urbano (1992) quienes indican que el porcentaje
normal deberia ser de 3 a 5 % en los horizontes su-
perficiales de los suelos sometidos a laboreo, y con lo
reportado por Rojas y Sacristan (2009) quienes esta-
blecen que un porcentaje mayor al 4%, es la cantidad
ideal para el cultivo de cacao. El mayor contenido de
MO se reporté en El Porvenir (2.59 %), infiriéndose
que esta concentracion es debida al pH (6.48), ala ma-
yor vegetacion y pasturas presentes en el lugar; ade-
mas a que este suelo se habia utilizado anteriormente
como potrero de baja intensidad.

Los andlisis fisicoquimicos reportaron ademas bajas
cantidades de elementos importantes como Potasio
(K) y Fosforo (P), lo cual puede afectar procesos me-

Tabla 1. Caracterizacién de los cultivos de cacao de las fincas estudio.

Datos

Finca El Porvenir

Finca Florilandia

Finca Villa Antigua

Ubicacién geografica

N 8° 11.068"
W 072°32.426°

N 8°11.204"
W 072°33.144°

N 8°10.983°
W 072° 33.558~

Altitud 130 msnm 114 msnm 115 msnm
Temperatura 30°C 31°C 30 °C
Edad 4 anos 5 anos 6 anos
Tamano 1 Ht. 5 Ht. 5 Ht
Riego Sin riego. Por goteo. Sin riego.

Manejo agronémico

Poda, Control de malezas,
Control fitosanitario
y Fertilizacion.

Poda, Control de malezas,
Control fitosanitario
y Fertilizacion.

Poda, Control de malezas,
Control fitosanitario
y Fertilizacion.

Tipo de fertilizacion

Fertilizacion quimica:

3 veces / ano. Encalamiento.

10:20:20,
Triple 15,
Triple 18.

Fertilizacion quimica:

3 veces / aio. Encalamiento.

Humus liquido El Cedro
®, Urea, KCL, DAP.

Fertilizacion quimica:

3 veces / ano.
Encalamiento, Abono
quimico, Roca fosférica.
Triple 15, KCL, DAP.

Especies de sombrio

Pardillo, ceibo, matarratéon

Pardillo, Urapo.

Pardillo, Urapo Acacia.

Cultivo anterior

Potrero de baja intensidad.

Arroz

Arroz
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Tabla 2. Caracterizacién fisicoquimica de los suelos rizosféricos de los cultivos de cacao estudio.

Parametros | Finca El Porvenir | Finca Florilandia Vill:i/;:::igua
pH 6.48 532 5.42

MO 2.59 % 1.13 % 0.81 %

Fésforo 6 ppm 4 ppm 5 ppm

Potasio 137 ppm 53 ppm 52 ppm

Calcio 1870 ppm 588 ppm 637 ppm

Magnesio 243 ppm 91 ppm 83 ppm
Manganeso 61 ppm 16 ppm 31 ppm

Zinc 6 ppm 4 ppm 3 ppm

Hierro 50 ppm 176 ppm 65 ppm

Cobre 0.5 ppm 3 ppm 1 ppm

Arcilla 8 % 17 % 22 %

Limo 53 % 61 % 16 %

Textura Franco/limoso Franco/limoso Franco/arcilloso/arenoso

tabdlicos en las plantas, incidiendo de forma morfolo-
gica o celular el desarrollo del cultivo (Rojo & Urbano
1992). Ormeno & Ovalle (2011) reportan que el uso
de fertilizantes nitrogenados como la urea ayudan a
remover el Calcio (Ca) y en menor grado el Magne-
sio (Mg); los resultados de los suelos de la finca Flori-
landia coinciden con esta afirmacién, encontrandose
valores muy bajos de estos elementos (Mg: 91ppm,
Ca: 588 ppm) para el cultivo, lo que podria deberse
al uso de urea como fertilizante. Asi mismo las bajas
concentraciones de Ca, se evidencian con necrosis en
los bordes o puntas de las hojas jévenes, impidiendo
el crecimiento de las plantas, generando una clorosis
general e interviniendo en los procesos fotosintéticos
(Mantilla et al., 2009).

El Mg es el elemento base en la formacion de clorofi-
la, indispensable en la fotosintesis, activa los sistemas
enzimaticos y contribuye al aprovechamiento de P
dentro de la planta, necesario en la sintesis de carbohi-
dratos y por consiguiente en la produccion de grasas
que es esencial para determinar la calidad del grano
de cacao (Urquhart, 1963); en las muestras de Florilan-
da (91 ppm) y Villa antigua (83 ppm) en comparacién
con las muestras de El porvenir (243 ppm) la marcada
deficiencia de este elemento puede verse relacionada
a la acidez de los suelos, dado que como también lo
menciona el mismo autor, el Mg se pierde de forma
acelerada conforme el suelo va aumentando en acidez
como se evidencia en este caso. Los valores de pH
mas acidos correspondieron a los suelos de Florilandia
(5.32) y Villa Antigua (5.42), suelos que anteriormente
fueron cultivados por mas de 2 afos con arroz, por

consiguiente estos valores de acidez se atribuyen a
que los suelos tardan mas tiempo en recuperarse del
exceso de agroquimicos como los empleados en este
tipo de cultivo (Santos et al., 2008). Por otro, lado el
pH de Porvenir (6.48) favorece al cultivo dado que las
formas mas solubles y disponibles de P, estan presen-
tes en el rango de 6.0 a 7.0 (Inpofos, 1997).

Con respecto al contenido de micronutrientes, estos
se encontraron en concentraciones variadas. El conte-
nido de Cobre fue mayor en las muestras de Florilandia
con un valor de 3 ppm. Aunque este micronutriente
es poco requerido por los cultivos, puede generar en
casos extremos de escases, clorosis y muerte descen-
dente de los crecimientos terminales (Mantilla et al.,
2009). Asi mismo, el contenido de Fe, fue mayor en
la finca Florilandia con un valor de 176 ppm, pero su
deficiencia puede generar clorosis férrica en las plan-
tas de cacao de El Porvenir (50 ppm) y Villa Antigua
(65 ppm), debido a que este elemento es importante
para la iniciacion de la nodulacién y para el proceso de
fijacion bioldgica del Nitrogeno (Taiz & Zeiger, 2006).

NMP (método del Numero Mds Probable)

El andlisis de varianza realizado a los resultados de
cuantificacion por la técnica de NMP, registré diferen-
cias significativas (p>0,05) entre los suelos cacaoteros
respecto a los medios de cultivo NFb, JMV, LGl, JNFb
para las poblaciones de géneros bacterianos diazotré-
ficos (tabla 3), por lo cual se infiere que el manejo de
los suelos, influye directamente en el tamafno de estas
poblaciones, acorde a lo reportado por Soares et al.
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Tabla 3. Poblacién celular de bacterianas diazétrofas, transformadas en valores logaritmicos en relacién a los suelos cacaoteros y

al medio de cultivo.

Origen muestra Medio de cultivo P(():,I;;i/(;r: :: sclil:(:i)ls Log_Pob_cel
El Porvenir NFb 68500 4.84 ¢
Florilandia NFb 55833333 7.75 2
Villa Antigua NFb 2583333 6.41 be
El Porvenir JNFb 2577 3.41f
Florilandia JNFb 192367 5.28
Villa Antigua JNFb 47000 4.67 ¢
El Porvenir MV 75333 4,88 de
Florilandia JMV 7633333 6.88 b
Villa Antigua JMV 856667 5.93 bed
El Porvenir LGI 933 2978
Florilandia LGl 17163333 7.23 3
Villa Antigua LGl 196667 5.29 cde

Analisis estadistico con datos transformados en Log. Media de 3 repeticiones. Medias seguidas con la misma letra en cada medio no presentan

diferencias significativas entre si (p> 0,05).

(2006), quien encontré variabilidad en muestras de
suelo rizosférico del cultivo de avena (Avena sativa),
manejado agronémicamente de forma diferente.

La mayor abundancia de diazétrofas, fue hallada en
los suelos de Florilandia, la cual maneja un sistema de
riego por goteo, influyendo positivamente en la zona
de rizosfera y en la planta, dado que segin Jadin &
Jacquemart (1978), este tipo de irrigacion acelera la
tasa de desarrollo de las plantas, aumenta el nimero
de flores y los rendimientos del cultivo, al acrecentar la
auto-defensa de los cacaotales con relacion a las plagas
y ofreciendo otras ventajas adicionales como alta uni-
formidad, la posibilidad de aplicar fertilizantes disueltos
en el agua de riego, y los menores requerimientos de
mano de obra (Sellés et al., 2003). Tal abundancia se
atribuye ademads, a que este cultivo fue el Unico abo-
nado organicamente con humus liquido, el cual seguin
lo reportado por Ormeno & Ovalle (2011), es una for-
ma de aplicar nutrientes para las plantas y mejorar la
calidad quimica de los suelos, con ello se favorecen
las condiciones para preservar y fomentar la diversidad
bacteriana de la zona de rizésfera.

Las menores poblaciones de diazétrofas se cuantifi-
caron en las muestras de El Porvenir, cuyo suelo re-
porté un pH de 6.48, al contrario que las muestras
de Florilandia (5.32) y Villa Antigua (5.42), las cuales
presentaron un pH mas acido, pudiendo ser este un
factor determinante en el nimero de bacterias con
caracteristicas similares a los géneros Herbaspirillum
sp., Gluconacetobacter sp. y Burkholderia sp. debido,
a que estas tienen unos requerimientos de pH acidos

o ligeramente acidos, de entre 5.5 - 6.2 para poder
crecer.

Al contrastar las poblaciones bacterianas, se reportan
diferencias altamente significativas de los morfotipos
presentes en los medios de cultivo Nfb y JMV, en con-
traste con JNFb y LGI, donde se reportaron las pobla-
ciones mas bajas. En la tabla 4 se indican en unidades
logaritmicas las poblaciones de morfotipos obtenidos
con caracteristicas similares a diazotrofas de los gé-
neros Azospirillum sp., Herbaspirillum sp., Burkholderia
sp., Gluconacetobacter sp.

Tabla 4. Poblaciones de bacterias diazétrofas presentes en
los suelos cacaoteros y transformadas en logaritmo.

Azospirillum sp. NFb 6.33 2
Herbaspirillum sp. JNFb 4.45 ¢
Burkholderia sp. MV 5.59¢
Gluconacetobacter sp. LGl 516"

Analisis estadistico con datos transformados en Log. Media de 3 re-
peticiones. Medias seguidas con la misma letra en cada medio no pre-
sentan diferencias significativas entre si (p>0,05).

La mayor cuantificacion, para el género presuntiva-
mente Azospirillum sp. se reporté en el medio NFb,
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seguido de Burkholderia sp., ello debido a que estos
géneros bacterianos pueden establecerse en la raiz
de las plantas, asi como en el suelo subyacente (Car-
denas et al., 2010). Ademas, Burkholderia sp., es un
buen colonizador de la rizésfera y representa uno de
los grupos bacterianos mas predominantes en diversos
cultivos como en el maiz (Perin et al., 2006).

La poblacion diazétrofa de morfotipos similares a los
géneros Gluconacetobacter sp. y Herbaspirillum sp.
estuvo presente en menor cantidad, debido a que
estos son en su mayoria microorganismos enddfitos,
los cuales pasan la mayor parte de su ciclo vital en el
interior de las plantas sin causarles dafos aparentes
(Schmid et al., 2006, Punschke & Mayans, 2011). Sin
embargo, Gluconacetobacter sp. al ser predominan-
temente endéfito, se puede encontrar también en los
suelos rizosféricos, liberado por medio de los lixivia-
dos radicales, que a su vez, enriquecen el suelo con
nutrientes esenciales como P y K, contribuyendo al
reciclaje de nutrientes por parte de las plantas (Taiz &
Zeiger, 2006), asi mismo las bacterias exudan hormo-
nas vegetales como las auxinas, citoquininas y gibere-
linas, las cuales les permiten adaptarse y colonizar el
ambiente rizosférico con mayor facilidad (Cardenas
et al., 2010). La baja cuantificacion de Herbaspirillum
sp. concuerda con Melloni et al., (2004), quien repor-
t6 que la poblacion de este género se ve afectada por
las condiciones del suelo los tipos de vegetacion y la
época climatica en la cual se realicen los muestreos
de los suelos.

Conclusiones

La caracterizacion de los tres cultivos reporté diferen-
cias en el drea cultivada, manejo del riego, edad del
cultivo de cacao, manejo agronémico y tipo de ferti-
lizacion, pudiendo incidir en el estado del suelo y en
las condiciones para el establecimiento de bacterias
diazotrofas. Las condiciones agroecoldgicas vy fisico-
quimicas de los suelos son moderadamente aptas para
el cultivo de cacao; teniendo en cuenta que el grado
de acidez de las muestras es influenciado por el uso
anterior del suelo.

La fertilizacion aplicada en los cultivos de cacao carac-
terizados es principalmente inorganica, y no se sigue
un plan de fertilizacion, previo estudio de las condicio-
nes fisicoquimica del suelo y de las condiciones agro-
ecolodgicas.

La cuantificacién de bacterias diaz6trofas por NMP
reporta mayores poblaciones de diazétrofas presunti-
vamente de los géneros Azospirillum sp. y Bukholderia
sp. las cuales abundan en la zona de rizésfera, respec-
to a los géneros Herbaspirillum sp. y Gluconacetobac-
ter sp. que se reportaron en menor poblacién debido
a la naturaleza endofita de estos.

La menor cuantificacion de bacterias diazotrofas se re-
port6 en los suelos rizosféricos de la finca El Porvenir

producto de que estos suelos habian sido sembrados
anteriormente con cultivos de arroz, reportando ade-
mas propiedades fisicas y quimicas moderadamente
aptas para el cacao.

La mayor cuantificacién de bacterias diazétrofas se re-
portd en las muestras de la finca Florilandia, dado que
utiliza un sistema de riego por goteo y anualmente se
le aplica al cultivo un humus liquido, condiciones que
se infiere, favorecieron el habitat microbiano.

Los factores que condicionaron la presencia o ausen-
cia de bacterias diazétrofas en las muestras de suelo ri-
zosférico de arboles de cacao fueron: las condiciones
fisicoquimicas del suelo, el contenido de materia orga-
nica, humedad/riego, pH, y las relaciones climaticas al
momento de la toma de las muestras que condicionan
a su vez la cantidad de exudados de las raices de la
plantas.
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