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Prefacio

La presente investigacion estudia un grupo de microorganismos poco estudiados en
el &mbito agricola. El uso de los micetozoos como un indicador ambiental es un tema
interesante debido a sus posibles aplicaciones. Este grupo se considera como un grupo
modelo de estudio para diversas areas de investigacion como medicina, pero nunca se ha
considerado su potencial para ver si son sensibles a la gran variedad de actividades

agricolas en una zona tropical.

Las diversas actividades agricolas tienen un impacto directo e indirecto en el
comportamiento de las relaciones entre microorganismos y ambiente. Solo se pueden

definir estos efectos tras una debida investigacion.

El determinar si este grupo es sensible a las variables estudiadas en la presente
investigacion para cada ambiente establecido, es el objetivo de estudio y asi determinar sus
posibles alcances y limitaciones para la toma de decisiones en las diversas labores

agricolas.
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Resumen

Las labores agricolas para el mantenimiento de las condiciones idoneas de los
diversos cultivos tienen un impacto en las caracteristicas de un ambiente. EIl determinar si
este impacto conlleva una disminucién en las propiedades del suelo es complicado por lo
que el uso de microorganismos sensibles a ciertas actividades, surge como un medio para
corroborar la hipotesis planteada del uso de grupos particulares para este fin.

El uso de microorganismos como indicadores ambientales para diversas actividades
es una opcién viable que debe ser investigada. Los micetozoos son un grupo de
microorganismos, los cuales no han sido estudiados en zonas tropicales. El estudio de estos
es interesante, ya que se desconoce sus posibles alcances en temas de indole agricola como
la conservacion de la diversidad microbiana de un suelo. Los micetozoos estan
conformados por dos grupos los mixogastridos y los dictiostélidos para esta investigacion.
Ambos fueron estudiados en iguales condiciones y bajo los mismos parametros.

La presente investigacion trata de responder las preguntas planteadas sobre la
sensibilidad de este grupo a diversos parametros, tanto a nivel de suelo evaluando
propiedades como textura, retencion de agua, biomasa microbiana entre otros, como a
nivel espacial con NDVI y porcentaje de uso del suelo. Esto con el fin de tener un espectro
mas amplio de analisis de posibles interacciones entre variables.

La investigacion se centro en dos cultivos en zonas diferentes, cafia de azucar en la
zona de Jiménez de Cartago y pifia en Sarapiqui de Heredia. Los muestreos se realizaron

en época seca.
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Los resultados muestran que en el caso particular de los mixogéstridos las variables
mas importantes para su presencia fueron los niveles de manganeso, la respiracion
microbiana y el pH. Estas tres variables explicaron un 100% de la variabilidad en los datos
con respecto al conjunto del set de datos. ElI manganeso se relaciona directamente con
ambos cultivos, donde una disminucion de este elemento se relaciona con una disminucion
de este grupo en especifico.

Para los dictiostélidos se observd que los parametros que explican el 99% de la
variabilidad en estos, fueron el porcentaje de arcilla, el pH y la biomasa microbiana. Pero
estos no presentan una relacion directa con un ambiente en especifico observando los

resultados del andlisis multivariable.

Formato del documento

El presente documento esta dividido en tres capitulos, el primer capitulo es un
contexto general del proyecto, el segundo capitulo es un articulo cientifico con su
respectiva introduccidn, resultados y conclusiones, el ultimo capitulo son consideraciones

generales en una escala mas amplia.



Objetivo general

Evaluar el potencial del grupo de los micetozoos como bioindicadores ambientales asociados a la

actividad intensiva de cultivo de pifia y cafa.

Objetivo especifico

e Evaluar la relacion entre variables paisajisticas y de sitio sobre la dindmica de presencia
de micetozoos.

e Determinar el efecto de la agricultura intensiva del cultivo de pifia y cafia en el grupo de
los micetozoos.

e Comparar la estructura de los ensamblajes de especies de los micetozoos asociados con

dos zonas geogréaficas con condiciones diferentes.



CAPITULO 1. Contexto del proyecto

El suelo es un ambiente complejo que contiene una alta diversidad microbiana. La
estrecha conexion entre la presencia de microorganismos y las condiciones bioquimicas del suelo
permite la existencia de biosistemas de todo tipo. Sin embargo, cualquier efecto negativo sobre
esta dinamica entre los microorganismos y las acciones del hombre, tiene el potencial de afectar
negativamente a otras variables que dependen del mismo. Es asi que el estudio microbioldgico
de suelos permite generar informacion Util para ofrecer mejores alternativas de manejo del suelo

y con ello potencialmente mejorar la eficiencia de cultivos.

La funcion de los microorganismos en el suelo es muy amplia debido a que ellos estan
relacionados principalmente con los ciclos de los nutrientes, la mineralizacion, la humificacion,
la formacion de la estructura fisica, la degradacion de los contaminantes y la fertilidad del suelo
(1). Ademas, segun los microorganismos presentes en el suelo, existen funciones sistémicas
especializadas para el crecimiento del cultivo y produccién (2). Es importante entender cémo las
comunidades microbianas funcionan dentro del paisaje heterogéneo del suelo(3). Por lo tanto,
entender procesos clave en las interacciones microbianas asociados a las plantas como

sustentabilidad de la agricultura, restauracion del ecosistema, biomasa entre otros es importante.

(4).

La informacion generada por el estudio de las diversas poblaciones microbianas presentes
en el suelo, representa una herramienta Util para ayudar en el manejo de las labores agricolas. Lo
anterior tiene base en el hecho de que la agricultura siempre tiene un impacto sobre las
condiciones de suelo, por lo que tener indicadores que permitan reconocer este impacto, es de

gran importancia.



El uso de indicadores de calidad del suelo es importante para guiar
decisiones de manejo de tierras y recursos (5). Aunque hay muchas definiciones de indicadores,
una de las méas habituales es la que lo considera como una variable, que ha sido socialmente
dotada de un significado afiadido mayor al derivado de su propia configuracion cientifica, con el
fin de reflejar de forma sintética una preocupacion social con respecto al medio ambiente e
insertarla en el proceso de toma de decisiones(6).

Las actividades agricolas como movimiento de suelos, uso de agroquimicos y exceso de
equipos agricolas, imponen un impacto directo sobre el suelo. El uso intensivo del suelo provoca
una degradacion de su capacidad productiva. Por ello es importante contar con informacién sobre
la relacion suelo-microorganismos-sistemas productivos que permita una mejor toma de

decisiones sobre practicas agricolas.

Estas actividades conllevan un cambio en la estructura del biosistema de tal manera que
la optimizacion de las propiedades del suelo pueda tener un efecto en la productividad del cultivo.
Pero no solo el efecto del hombre influye en un cambio en las propiedades del suelo, tenemos
que la erosion debido al viento y el agua, la compactacién de suelo, la pérdida de materia
organica, la capacidad de retencion de agua y la actividad biologica (7) son variables que
influyen en estos biosistemas. Las propiedades bioldgicas del suelo, debido a su alta sensibilidad
y capacidad de reflejar los efectos de la gestion de actividades humanas se pueden utilizar como
indicadores de calidad de suelo (8). Lo anterior debido a que estas afectan las poblaciones

microbianas, biomasa y actividad microbiana, entre otros.

Los suelos saludables son esenciales para la integridad de los ecosistemas terrestres y la
salud de estos dependen del resultado neto de procesos de conservacion y degradacion (9). Por lo

tanto se propone que la salud del suelo depende del mantenimiento de cuatro funciones



principales: transformaciones de carbono, ciclos de nutrientes, mantenimiento de la estructura, la
regulacion de plagas y enfermedades(10).

Ademas es importante mencionar que las demandas de alimentos por parte de una
creciente poblacion humana aumentan la importancia y la urgencia de entender cémo Los
microbiomas pueden ser explotados para aumentar los rendimientos de los cultivos.(11)

En el presente proyecto se ha seleccionado el grupo de microorganismos conocido como
micetozoos debido a los resultados del proyecto 731-B5-058 de la Unidad de Recursos
Forestales de la Facultad de Ingenieria. En la ejecucion de ese proyecto que originalmente
trataba sobre la determinacion de un protocolo de aislamiento de mixogastridos a partir de suelos
tropicales, se obtuvieron datos que indicaron que las zonas de bosque alrededor de los cultivos de
pifia son atipicamente ricas en estos microorganismos mientras que los cultivos contaban con una

presencia baja de estos.

Esto llevo a los investigadores a plantear la idea de que los suelos de algunos cultivos
comerciales, al estar siendo afectados por el manejo intensivo, presentarian niveles bajos de
micetozoos, lo cual vincularia a estos microorganismos con el concepto de indicadores
ambientales. Debido a que estos organismos han sido pobremente estudiados en el contexto de
analisis de suelo, la presente investigacion se plante6 como una estrategia para aumentar el
cuerpo de informacion sobre los mixogastridos y su potencial de aplicacion. Estos organismos
son protistas depredadores de bacterias y al consumirlas controlan su abundancia por lo que a su

vez, modulan la capacidad fisioldgica o el vigor de la poblacion bacteriana (12).

Los micetozoos taxondmicamente pertenecen al dominio Eukarya (13) su reino es el
Protista y el filo de los Amoebozoa (14). Estos comprenden tradicionalmente dos grupos de

microorganismos filogenéticamente estables conocidos como mixogastridos y dictiostélidos (15).



El mayor esfuerzo de investigacion se ha llevado a cabo con el primer grupo a pesar de que en
zonas tropicales los dictiostélidos, al menos de forma general, son muy comunes. Es interesante
que el potencial de aplicacion de estos dos grupos como indicadores de cambio estructural en
sistemas bioldgicos es todavia desconocido (16). Lo anterior responde parcialmente al escaso
interés poco aplicado de la mayoria de los estudios con estos dos grupos de microorganismos en
suelo (17). Los micetozoos se caracterizan por poseer cuerpos fructiferos microscopicos y
estados vegetativos activos en todos los ecosistemas terrestres en el planeta (18). Este grupo es

ademas el més diverso de los Amoebozoa o las amebas clasicas.

El ciclo de vida de estos organismos, abarca dos etapas troficas muy diferentes, una que
consiste en amebas uninucleadas con o sin flagelos, y otra que consiste en una estructura
multinucleada conocida como el plasmodio, la etapa més visible. Durante la esporulacion que se
da tras la etapa plasmodial, se producen muchas esporas pequefias que dan origen a células
ameboflageladas. Lo anterior les confiere un poder de movilidad diferente al de las otras amebas
y les permite sobrevivir en condiciones secas, hiper-himedas y altamente variables (19).
Algunos estudios ademéas han confirmado que los mixogastridos son faciles de detectar e
identificar, por lo que pueden servir como indicadores Utiles para evaluar la perturbacion del
suelo (20).

De esta forma, el desarrollo de esta investigacion buscd encontrar la relacion de los
micetozoos con variables edéaficas, microbiol6gicas y antropogénicas. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el potencial de los micetozoos como indicadores ambientales, que
permitan determinar diferencias entre las zonas de cultivo y los bosques circundantes.
Actualmente existe la necesidad de busqueda de indicadores bioldgicos que permitan la

evaluacion del impacto que ejercen las practicas agrondémicas sobre el ambiente (21). Lo anterior



dentro del marco de trabajo que define a estos indicadores como una propiedad o caracteristica
del proceso que puede ser medida para detectar cambios en un sistema de estudio. Los
indicadores bioldgicos incluyen la cuantificacion poblacional de micro y macro-organismos, asi
como de su actividad o subproductos.

En el contexto de Costa Rica, la pifia y la cafia son cultivos agricolas de gran produccion.
La actividad se encuentra distribuida por casi toda Costa Rica con unas 43,000 hectareas de pifia.
Tiene presencia en las Zonas Norte, Pacifico y Atlantica del pais, con un 98% de la produccion
destinado a la exportacion (22). En el caso de la cafia se cuenta con 53,642 hectareas cultivadas
en promedio de los ultimos afios (23).

Debido a su demanda internacional, los ubica como cultivos de gran valor. La
probleméatica de estos cultivos, en particular la pifia, viene con el manejo de suelos y
agroquimicos, los cuales van desgastando las condiciones del suelo. Asimismo, debido a que la
agricultura intensiva toma mayor fuerza en cultivos de exportacion.

En el caso del cultivo de pifia, se requiere una labor intensiva del suelo para lograr
condiciones idéneas de cultivo. El efecto de este trabajo tiene una relacion directa sobre los
microorganismos presentes en esta matriz edafica, lo cual ocasiona que el suelo pierda sus

caracteristicas microbiolégicas originales.

En Costa Rica, la pifia se cultiva en suelos de los 6rdenes Alfisoles y Ultisoles. Estos

suelos poseen, en términos agricolas practicos, una capa arable muy semejante (24). Sin
embargo, frente al manejo intensivo, los ultisoles presentan los problemas nutricionales mas
acentuados. Si a lo anterior se le agregan diferencias del tipo microbioldgico debidas al manejo
del suelo antes y durante el cultivo, es posible que las caracteristicas propias de la

autobiofertilizacion sean draméticamente diferentes a las de los mismos tipos de suelo en su



estado dinamico de equilibrio biosistémico. En el caso de la cafia los suelos utilizados
normalmente son del orden de los Vertisoles. Estos tienen una consistencia que afecta
directamente las operaciones de labranza, en general los vertisoles son pegajosos y muy

himedos, cuando estan secos son suelos muy duros (25).

En el caso de la presente investigacion el orden de los suelos de ambos cultivos pertenece
a los Inceptisoles. Estos suelos cuando son profundos y de pendiente suave son adecuados para
su uso como tierras de cultivo. Estos se encuentran en tierras altas y en llanuras de inundacion.
Ademas son uno de los mas importantes para cultivar casi cualquier tipo de vegetacion,

dependiendo de su textura, clima y humedad disponible (26).

Es primordial considerar todos los posibles efectos que pueden ocurrir en el suelo debido
a las actividades agricolas. El actual nimero de especies en un biosistema y su interaccion
depende del entorno fisico y de los flujos de energia (27). Estos aspectos permiten el
establecimiento de una relacion multifactorial entre los microorganismos y el suelo, que a la vez

definiran caracteristicas deseadas para el favorecimiento del cultivo.

Una forma de llevar un control més adecuado sobre las labores agricolas es la
implementacién de la agricultura de conservacion. Este enfoque encaja dentro de los pardmetros
de trabajo de la ingenieria ambiental aplicada al ambito de los biosistemas. Con esta se busca
tener un mejor manejo de recursos teniendo como objetivo conservar, mejorar y hacer un uso

mas eficiente de los recursos naturales a través de una gestion integrada de los recursos (28).



CAPITULO 2. ;Pueden los micetozoos ser usados como indicadores de salud del suelo en el
contexto agricola de Costa Rica?

Resumen: El estudio de micetozoos y su interaccion con el suelo es un tema con escasa
investigacion a nivel mundial. Con el objeto de estudiar esta interaccion, nosotros documentamos
la incidencia de dos grupos de micetozoos en dos sistemas agricolas de cafia de azlcar y pifia en
Costa Rica. Para cada sistema de estudio cuantificamos una serie de variables edéficas, quimicas
y paisajisticas. Los resultados mostraron que, con respecto a controles naturales en bosques
circundantes, los micetozoos no fueron negativamente afectados en sistemas de cultivo de cafa
de azucar, pero si en sistemas de cultivo de pifia. Lo anterior fue especialmente visible en el caso
de la actividad de dictiostélidos. Tras el analisis, encontramos que el porcentaje de arcilla y la
cantidad de manganeso en el suelo parecen ser los parametros medidos de mayor importancia
para explicar la incidencia de estos microorganismos. Los resultados anteriores sefialan un
posible potencial de uso de micetozoos como indicadores ambientales, en tanto el efecto de los
sistemas de cultivo sobre la actividad de los microorganismos fue cuantificable. Sin embargo,
consideramos que se requiere todavia definir el papel de las diferentes variables medidas sobre la
dinamica de ambos grupos de microorganismos para poder establecer su potencial aplicacion,
apoyada por datos empiricos.

Palabras clave: biosistemas, cafia de azUcar, dictiostélidos, mixomicetes, mixogastridos



1. Introduccién

Las actividades agricolas desencadenan cambios a multiple escala en los biosistemas
involucrados. Lo anterior puede afectar las propiedades del suelo y tener un efecto en la
productividad del cultivo. La disminucion de la productividad del suelo, entre otras cosas, se
relaciona con la erosion debida por el viento y el agua, la compactacion, la pérdida de materia
orgéanica, la capacidad de retencion de agua y la actividad bioldgica (7). De forma interesante los
microorganismos del suelo afectan fuertemente la productividad (29), En este sentido, si bien es
cierto que se han estudiado muchos grupos de microorganismos en el suelo, los micetozoos no
han sido fuertemente documentados (14)(30).

El impacto del uso de suelo sobre este grupo de microorganismos, uno de los mas
numerosos en sistemas edaficos todavia es un aspecto poco estudiado (20). El suelo es un
ambiente complejo y sus condiciones bioquimicas y fisicas modifican los patrones de actividad
biol6gica (31). Es asi que el estudio microbiolégico de suelos, en particular con grupos de
organismos poco documentados, incrementa la base de conocimiento integrado sobre ecologia
microbiana (32). Lo anterior puede permitir el disefio de alternativas mas adecuadas para el
manejo del suelo.

Los micetozoos comprenden tradicionalmente dos grupos de microorganismos
filogenéticamente estables conocidos como mixogastridos y dictiostélidos (15). EI mayor
esfuerzo de investigacion se ha llevado a cabo con el primer grupo a pesar de que en zonas
tropicales los dictiostélidos, al menos de forma general, son muy comunes. Es interesante sin
embargo, que se desconozca todavia el potencial de uso de estos dos grupos como indicadores de
cambio en sistemas bioldgicos (33). Lo anterior responde al poco estudio con estos dos grupos de

microorganismos (34).



La relacion entre las especies y el biosistema dependen del entorno fisico, la dindmica de
transferencia de energia y los mecanismos de control de ésta Gltima (27). Asi, para poder
comprender si cambios en un sistema tienen un efecto a nivel biol6gico, es necesario disefiar
experimentos que permitan incrementar la cantidad de informacion disponible sobre estas
relaciones. Por lo anterior, hemos disefiado la presente investigacion con el objetivo de
documentar, utilizando una estrategia multifactorial, las posibles diferencias en la incidencia de
los dos grupos de mixogastridos entre 1) dos sistemas agricolas y 2) entre cada sistema y el
entorno boscoso circundante.

Nuestra idea detras de este trabajo ha sido generar informacion base para definir el
potencial que tienen los mixogastridos como indicadores ambientales relacionados con en el uso
y manejo de la tierra. Lo anterior no solo es relevante para definir posibles estrategias de manejo
alternativo del suelo en los cultivos estudiados, sino para determinar lineas base de informacién
que puedan ser utilizadas en un contexto de seguimiento temporal por efecto de fenémenos como

cambio climético (35).

2. Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en Costa Rica durante el periodo 2016-2017. Para ello, se
seleccionaron dos zonas del pais con disponibilidad de cultivos de cafia de azucar y pifia en
suelos clasificados como inceptisoles con predominancia de la textura arcillosa y dentro de la
zona climatica de bosque tropical lluvioso. En el caso de la pifia, se eligio un sitio cercano a la
comunidad de Atirro en el cantdn de Jiménez mientras que para el cultivo de cafia, se selecciono

un sitio cercano a la comunidad de Zapote en el cantdn de Sarapiqui (Figura 1).
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El sitio en el canton de Jiménez presentd topografia plana en el &rea de cultivo y una
ligera pendiente en el bosque (Figura 1A). El suelo de la zona present6 ligeros problemas de
drenaje y para efectos de registro, consideramos que el sitio tiene aplicacion moderada de
quimicos, normalmente utilizados para mejorar el rendimiento y evitar problemas de crecimiento
y de plagas. Registramos ademas la mecanizacion del suelo como moderada y el espaciamiento
entre plantas fue de 1 m aproximadamente, con pequefios canales de drenaje. Por su parte, el
sitio en el canton de Sarapiqui, presentd la misma topografia en las zonas de cultivo y de bosque
que el sitio anterior (Figura 1B). Sin embargo, los canales de drenaje fueron de aproximadamente
un metro de profundidad y el suelo presentd una fuerte mecanizacion. En este sitio,
documentamos el uso de agroquimicos como alto, debido a la necesidad agroindustrial de
controlar plagas y mejorar condiciones de crecimiento de la pifia.

Se determino la seleccion del sitio de muestreo por la presencia de un bosque aledafio a la
plantacion respectiva. Cada sitio de recoleccion de muestras estuvo restringido a un area
aproximada de una hectarea con una distancia de 100 m del borde hacia cada ambiente. El
muestreo se realizdé por las mismas fechas, pero los cultivos se encontraban en estado de
crecimiento diferente, en el caso de la cafia de azucar estaba entre periodos productivos,
mientras que el de pifia se encontraba al final del mismo.

En cada sitio se seleccionaron 50 puntos de muestreo al azar. La mitad de los puntos se
ubicaron dentro de la zona del cultivo y el resto se seleccionaron dentro del bosque para un total
de 200 muestras de suelo recolectadas en el estudio completo. Asi, los cuatro sistemas de estudio
fueron 1) cultivo de cafia de azicar CCA, 2) bosque cercano a cafia de azucar (BCA), 3) cultivo

de pifia (CP) y bosque cercano a cultivo de pifia (BP). Cada punto de muestreo fue
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georreferenciado y el tamafio de muestra recolectado para realizar las pruebas de laboratorio fue
de aproximadamente 350 g de suelo en todos los casos.

Las pruebas consistieron en andlisis quimicos, fisico-estructurales y bioldgicos. Dentro de
los primeros, se midi6 el contenido P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, Zn, Mn, B, S con la metodologia
de Diaz y Hunter (36), la biomasa microbiana se determind con la metodologia de Vance (37) y
la respiracion del suelo siguiendo la metodologia de Jenkinson y Powlson (38), el pH con el
método de Henriquez (39). Como parametros fisico-estructurales, se determind el grado de
retencién de agua y la textura del suelo (40). Finalmente, para determinar la incidencia de
micetozoos se utiliz6 el protocolo estandar de aislamiento de micetozoos (41), con la siguiente
modificacion con platos de petri con dos secciones, cada una con una bacteria diferente,
Escherichia coli en una seccion del plato y Bacillus subtilis en la otra , ademéas se hizo una
dilucion 1:10 y de afiadir hojas doblemente autoclavadas, como cebo de crecimiento para
mixogastridos. con el cual se registraron como positivos los aislamientos con alguna actividad de
plasmodios de mixogastridos y espordforos de dictiostélidos. El nimero de muestras analizado
fue de 16 escogidas al azar para todas las pruebas con excepcion del protocolo de Cavender
donde se le hizo a todas las muestras.

Ademas de lo anterior, para cada sistema de estudio se obtuvieron imégenes Landsat 8
del 3 de abril y el 16 de junio del 2016. Estas imagenes se procesaron utilizando ArcMap 10.2 y
se obtuvieron los valores del indice Normalizado de Diferencia de Vegetacion (NDVI). Con las
mismas imagenes se realizd una caracterizacion rapida del uso de la tierra en un area
correspondiente a 2.6 kilometros cuadrados alrededor de los sitios de muestreo. De esta forma

logramos determinar los porcentajes de bosque, rios o cuerpos de agua, zonas agricolas y
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edificios en las zonas de estudio. Esta informacion adicional la utilizamos para evaluar el efecto

de variables de paisaje sobre los resultados registrados de los dos grupos de micetozoos.

0 125 250 km
-_—

Leyenda

Regiones Climaticas

H Templado humedo

B Templado lluvioso

I Tropical lluvioso no estacional
Tropical lluvioso estacional

Figura 1. Mapa de Costa Rica mostrando las regiones climaticas del pais y la localizacion de los
dos sitios de estudio en el contexto del presente trabajo. A. Sitio Jiménez, B. Sitio Zapote.

Los datos se analizaron empleando estadistica simple y pruebas de hipétesis con un valor
de rechazo de la hipdtesis nula de 0.05 y utilizando el nimero de registros de ambos grupos de
micetozoos, por separado, como variable de respuesta. Para evaluar el peso de las diferentes
variables sobre la distribucién de los datos, se usaron regresiones multiples y de Lasso (42)(43).

Posteriormente se agruparon las variables seleccionadas en ambos analisis en un nuevo conjunto
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de datos que fueron analizados con la técnica de componentes principales (PCA). Todo el
andlisis se llevo a cabo con el programa RStudio Version 1.0.136.
3. Resultados

Se encontr6 que ambos grupos de micetozoos estan presentes, en los cuatro sistemas de
estudio analizados. Con excepcion de CP, todos los sistemas estudiados mostraron valores mas
altos de incidencia de dictiostélidos que de mixogastridos. A pesar de lo anterior, fue
precisamente CP, el que mostro los valores generales de incidencia mas bajos de los cuatro
sistemas estudiados (Figura 2). EI CP fue, asimismo, el sistema de estudio con los valores mas
bajos de pH, respiracion microbiana, calcio y manganeso (ver Cuadro 1).

Los valores méas altos de hierro, fosforo, magnesio y potasio se encuentran en CP, de
igual forma en este ambiente es donde encontramos la menor cantidad de micetozoos, esto se
puede deber al uso intensivo de fertilizantes y agroquimicos los cuales reducen la diversidad
microbiana del suelo y afecta la calidad del mismo (44). Interesantemente el valor méas bajo de
manganeso para los cuatros ambientes fue en la zona de cultivo de pifia.

Los valores de NDVI dieron valores mas altos en ambas zonas boscosas en comparacion
de sus cultivos respectivamente. Este resultados nos dice que las plantas presentes en bosque se
encuentra en un mejor estado, ya que el NDVI toma de los pixeles de una imagen informacién
sobre suelo y vegetacion, dando resultados de la vitalidad utilizando las longitudes de onda del

rojo y del infrarrojo cercano (45).
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Cuadro 1. Promedios de los valores obtenidos en cada prueba y su desviacion estandar..

Variables CCA BCA CP BP
Porcentaje de arena 36.28 (6.53) 39.14 (6.67) 42.89 (6.15) 45.27 (6.33)
Porcentaje de limo 15.29 (3.31) 14.00(3.18) 17.00(3.56) 19.00 (2.82)
Porcentaje de arcilla 48.43 (6.09) 46.86 (6.34) 39.68 (5.85) 36.20 (5.83)
RA! (mL agua/g suelo) 1.20(0.11) 1.28(0.16) 1.34(0.15) 1.33(0.10)
pH 5.33(0.20) 4.98(0.20) 4.84(0.10) 5.81(0.10)
BM! (mg C/kg suelo) 49.4 (17.0) 122.6 (44.0) 56.0(29.0) 35.2(16.0)
RM! CO.-C (mg/g dia) 0.20 (0.10) 0.36 (0.16) 0.14(0.04) 0.26 (0.11)
Calcio (cmol(+)/L) 17.59 13.33 7.49 11.47
Manganeso (cmol(+)/L) 4.70 3.17 2.53 3.59
Potasio (cmol(+)/L) 0.29 0.29 0.77 0.54
Fosforo (mg/L) 4.00 8.00 28.00 17.00

Zinc (mg/L) 1.90 4.40 1.80 2.10

Cobre (mg/L) 10.00 14.00 9.00 9.00

Hierro (mg/L) 105.00 163.00 240.00 182.00
Magnesio (mg/L) 49.00 56.00 64.00 10.00
NDVI 3 abril 0.22 (0.05) 0.51(0.03) 0.29(0.04) 0.48(0.09)
NDVI 16 jun 0.26 (0.06) 0.42(0.02) 0.36(0.04) 0.53(0.09)
Porcentaje de bosque 44.62 44.62 16.21 16.21
Porcentaje de rio 2.05 2.05 0.00 0.00
Porcentaje de zona agricola  52.90 52.90 82.96 82.96
Porcentaje de edificios 0.43 0.43 0.82 0.82
Incidencia de mixogéastridos 24% 10% 18% 6%
Incidencia de dictiostélidos  84% 38% 10% 60%
Incidencia de micetozoos 54% 43% 14% 33%

1 RA= retencién de agua, BM=biomasa microbiana, RM=respiracion microbiana, NDVI
Valores entre paréntesis son la desviacion estandar.

Por su parte, la cuantificacion de biomasa microbiana mostr6 como resultado, valores
diferentes para cada sistema, lo cual se esperaba ya que esta variable es sensible a pequefios
cambios en el suelo.

parametros como la profundidad del muestreo, la presencia de materia organica o la
época del afio del muestreo provocaran variaciones en este parametro (46). De forma interesante,

el valor més alto estuvo asociado con el sistema BCA, el cual indic6 valores de incidencia de
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micetozoos en niveles intermedios. En el caso de la respiracién microbiana, los valores mas altos
asociados con BCA y BP tienen sentido y parecen reflejar una mayor actividad microbiana en los

bosques. Aun asi, es interesante observar que este pardmetro fue méas bajo en CP que en CCA.

100 -

C

© 80 - 0O Mixogastridos

ge]

% 60 - m Dictiostélidos

o

o

@ 40 -

e

g 20 - H ﬂ

(_C) 0 . ’_‘ . - [
CCA BCA CP BP

Sistema de estudio

Figura 2. Incidencia porcentual de mixogastridos y dictiostélidos en los cuatro sistemas de
estudio analizados en el presente estudio.

La seleccion de variables para llevar a cabo los componentes principales, se realizd por
medio de la regresion de Lasso para las variables quimicas, en este caso este método estadistico
selecciona por si solo las variables con mayor peso (ver Cuadro 2). La regresion multiple se
utilizo para el resto de variables, donde la seleccion se realizo con el criterio de seleccion de

Akaike (Ver Cuadro 2) el cual es el mas utilizado para estudios ecoldgicos.
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Cuadro 2. Variables seleccionadas para mixogastridos y dictiostélidos para cada tipo de
regresion.

Regresion maltiple Regresion de Lasso
Mixogastridos Dictiostélidos Mixogastridos Dictiostélidos
%Limo %Arcilla Mn K
%Arcilla Retencion de agua P
pH pH Mn

Biomasa Microbiana Biomasa Microbiana
Respiracién Microbiana
NDVI1

NDVI2

Las variables seleccionadas se agruparon para realizar los componentes principales (ver
Cuadro 3), donde el andlisis de PCA da como resultado que en los mixogastridos los niveles de
manganeso, respiracion microbiana y pH fueron los tres componentes mas importantes. Estas
tres variables explicaron un 99% de la variacion de presencia de mixogastridos. De forma
similar, para el caso de los dictiostélidos, las tres variables mas importantes fueron el porcentaje
de arcillas, el pH y la biomasa microbiana, al explicar alrededor de un 99% de la variacion de
presencia de dictiostélidos.

Cuadro 3. Resultados de los componentes principales para los mixogastridos y dictiostélidos.

Componentes Mixogastridos Dictiostélidos
principales = %Varianza Variable %Varianza Variable
1 51.81 Mn 55.57 %Arcilla
2 35.36 Respiracion Microbiana 34.49 pH
3 12.83 pH 9.931 Biomasa Microbiana

Los resultados de los componentes principales para ambos grupos, se graficaron para los
dos primeros componentes, ver figura 3 y 4. Donde en el caso de los mixogastridos la Unica

variable que se relaciond con ambos cultivos fue el manganeso. Esto no estd mostrando una
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sensibilidad hacia este nutriente en especifico. Esto puede ser debido a uso de agroquimicos o

plaguicidas para controlar los pardmetros que afectan al cultivo.

2.41
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f‘-ac“ ‘Respiracion Microbiana
0 127, . NDVI1
S bbiana
= _—NDVI2
S -~ -

al BP
s L _ %Arcitta—_> \/7 ST . , : . :
o> | -1.8 -1.2-—06 \\\\0.6 pq 2 1.8 24 3.0 3.6
@ Mn =
n -0.61 T
%Limo
"cca b 2
CP
-1.81

Primer Componente

Figura 3. Comportamiento de las variables por ambiente para los dos primeros componentes en

los mixogastridos

En el caso de los dictiostélidos no se observo que ninguna parametro estudiada este relacionada

con ambos cultivos. Lo que si se encontré fue que variables quimicas como potasio y fosforo

tienen una relacion con el cultivo de pifia, confirmando el resultado de la regresion de Lasso

donde el modelo seleccionado consideraba ambas variables. Esto ratifica una sensibilidad en

particular de los dictiostélidos a estos nutrientes, tomando en cuenta que de momento se

desconoce cuéles son las cantidades exactas que afectan a este grupo en particular.
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Figura 4. Comportamiento de las variables por ambiente para los dos primeros componentes en
los dictiostélidos.

4. Discusion

Se registraron micetozoos en todos los sistemas de estudio, con un indice de presencia
de las 100 muestras de 54 en CCA, 43 en BCA, 14 en CP y 33 en BP, lo cual indica que, como
conglomerados de especies, estos dos grupos de organismos estan bien representados en suelos
de zonas tropicales. En este estudio, al evaluar Unicamente actividad biologica a partir de
estructuras vegetativas, no pudimos determinar la identificacion de las especies, que a este nivel
puede Unicamente ser llevado a cabo a partir de técnicas moleculares (47). Sin embargo,
consideramos que el presente esfuerzo representa un aporte considerable para comprender la
dindmica de los dos grupos de microorganismos estudiados en sistemas con cultivos diferentes,
que, en el contexto tropical ha dado como resultado la generacion de datos no antes
comunicados. La presencia de micetozoos fue méas predominante en el ambiente de cafia que en

pifia probablemente debido a las diferentes actividades agricolas realizadas.
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En la presente investigacion se logrd determinar que el suelo de todos los sistemas de
estudio mostré un pH bajo. Sin embargo, los valores registrados se encontraron dentro del rango
en el que los micetozoos sobreviven (48) aun asi la variacion de pH puede conducir a una
reduccion de microorganismos (44) , lo que concuerda con el hallazgo de que se encontraron
estos organismos en todos los sistemas estudiados. La relacion del pH con la estructura de la
comunidad microbiana del suelo es resultado de la tolerancia de los microorganismos a un valor
especifico externo ya que las células deben mantener el pH de su citoplasma casi neutro (49). De
acuerdo con los resultados y para el contexto de este trabajo, el pH individualmente no fue un
buen indicador de presencia/ausencia de micetozoos, en particular de dictiostélidos que
mostraron valores de incidencia altos para casi todos los sistemas de estudio.

De forma diferente, la potencial implicacion de que la biomasa microbiana fuera variable
con resultados tan diversos entre los sistemas estudiados se puede deber a mdaltiples factores
como el tipo suelo entre otros. De esta forma, el bosque representaria un biosistema de refugio
debido a las actividades agricolas, provocando una emigracion de los micetozoos a estas zonas.
Si bien es cierto que la anterior observacién tiene un alto grado de especulacion, al mismo
tiempo plantea una hipdtesis de trabajo para estudios a futuro que no puede ser respondida
todavia. En experimentos paralelos todavia no publicados, el tercer autor de este trabajo encontr6
que cuando se estudiaron 12 biosistemas con caracteristicas paisajisticas diferentes en todo el
territorio de Costa Rica, los que mostraron los valores mas altos de incidencia fueron
precisamente los parches de bosque asociados a monocultivos.

Con respecto a los resultados de respiracion microbiana, es interesante tomar en cuenta
que se ha documentado que una alta adicion de nitrégeno por via antropogénica aumenta este

parametro (50). Lo anterior no es sorprendente debido al efecto de otros factores, pero dentro del
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contexto de cambio climatico y seguimiento a traves del tiempo, los valores que reportamos en
este estudio representan un importante insumo de analisis. De forma similar, como se ha visto en
otros trabajos, pequefias variaciones en la temperatura del suelo pueden ser determinantes en
modificar la estructura de los microorganismos presentes en un sitio (51). Por tanto, a pesar de
que es intuitivo pensar que la respiracion microbiana debe es mayor en bosques que en sistemas
de cultivo, como ha sido registrado en este trabajo, es importante observar que el valor méas bajo
asociado con CP quizés sugiere que este sistema es menos resiliente que CCA.

Los resultados de los anlisis de PCA son importante en el contexto de salud de suelo, ya
que como ha sido establecido por otros autores, Unicamente con una estrategia multiescala y
multivariada como la utilizada en el presente estudio, se puede determinar el efecto de un
biosistema edafico sobre un grupo de organismos (52). Lo anterior se basa en el principio de que
una alta diversidad de formas bioldgicas tiende a ser un excelente indicador de salud del suelo,
especialmente en el contexto agricola moderno y deberia de promoverse su estudio, como lo
refleja la presente investigacion (53). En todo caso, debido a que el nivel de manganeso en el
suelo fue la variable estudiada que mejor explicd la variabilidad de los datos, la presente
investigacion ha generado como resultado colateral la necesidad de enfocarse en esta variable en
futuros estudios. Pareciera, por lo que hemos observado en el presente trabajo, que el manganeso
tiene el potencial de aportar una clave mas para comprender la relacién dinamica entre

micetozoos y el suelo.
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CAPITULO 3. Consideraciones de los resultados en el contexto agricola.

El uso de microorganismos como indicadores ambientales sirve como una herramienta
sencilla, la cual tiene el poder de guia para la toma de decisiones que mejoren las condiciones del
suelo y la productividad del mismo. La presente investigacion buscé evaluar una herramienta
nueva para determinar los posibles efectos de agricultura intensiva sobre un grupo especifico de

microorganismaos.

Los sistemas de labranza afectan el ambiente fisicoquimico donde viven los organismos
de suelo. Estas practicas modifican el contenido de agua en el suelo, la temperatura, la aireacion
y el grado de mezcla de los residuos. Estos cambios en el entorno fisico a su vez afectan el

suministro de alimentos de los diversos organismos (54).

Los sistemas agricolas dependen de la capacidad natural del suelo para generar y
mantener una estructura favorable que permita tener una relacion planta-nutrientes en cantidades
adecuadas. En este sentido, el papel de la biota para favorecer ese proceso y a su vez prevenir

plagas y enfermedades es importante (55).

Los sistemas agricolas convencionales varian de finca a otra. Sin embargo comparten
muchas caracteristicas en comin como la innovacién tecnoldgica, su caracter de monocultivos
con ciclos de cosecha amplios y el uso extensivo de plaguicidas o fertilizantes, entre otros (56).
Estos estandares se buscan cambiar, dando un enfoque mas ecologico y un manejo mas
sostenible de los recursos. En este contexto, la agricultura de conservacion se ha propuesto como
un conjunto ampliamente adaptado de principios que pueden asegurar una produccion agricola

mas sostenible (57).
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De forma similar, la influencia antropogénica puede afectar el funcionamiento y la
diversidad de los ecosistemas. Algunas perturbaciones ocurren debido a la erosion del suelo
causada por efecto humano externo, lo cual puede disminuir progresivamente la estabilidad
bioldgica, quimica y fisica de los ecosistemas (58).

Las dos zonas de estudio utilizadas en este trabajo presentaron suelos primordialmente
arcillosos. (Cuadro 1). En los cuatro ambientes estudiados se presentaron condiciones similares.
El orden de los suelos estudiados se encuentra dentro de la categoria de inceptisoles con un

suborden de Udepts.

Cuadro 4. Caracteristicas edéaficas de los suelos estudiados para cada ambiente.

Ambiente Orden Tipo de suelo Clasificacion
CCA Inceptisoles Pesado Arcilla
BCA Inceptisoles Pesado Arcilla

CP Inceptisoles Medio Migajon arcilloso
BP Inceptisoles Medio Migajon arcilloso

Los suelos del suborden de los Udepts son suelos en formacion donde al existir
pendientes fuertes, presentan problemas de erosion. Estos suelos estdn normalmente asociados
con la vegetacién boscosa nativa para las zonas geograficas correspondientes (59). En el caso de
la presente investigacion, los suelos de ambas zonas de estudio son agricolas, por lo que se
asume que se ha dado un cambio en la vegetacion original de las areas correspondientes. Lo
anterior a su vez, ha facilitado un cambio en la dindmica de los microorganismos del suelo

presentes en las zonas estudiadas, debido a los cambios acumulados a lo largo de los afios.

Los mixogastridos y dictiostélidos estudiados presentaron una distribucion variada en las

zonas de estudio. Estos grupos de microorganismos, al igual que otros presentes en el suelo,
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desempefian papeles esenciales en los procesos edéficos (60). Tras el experimento, se pudieron
registrar efectivamente ambos grupos de micetozoos en los cuatro sistemas de estudio
analizados. En la mayoria de estos sistemas, los valores mas altos de incidencia correspondieron
a dictiostélidos y los menores a mixogastridos. La Unica excepcion se dio en el caso de la

plantacion de pifia, donde se vio invertido ese patron.

Si bien, es necesario ahondar en los detalles sobre esa relacion encontrada, es posible que
el manejo del cultivo de pifia pueda ser la causante del cambio en la presencia de los
dictiostélidos en suelo. El definir si esta es la razon detrds de las diferencias requiere una
investigacion a otros niveles, pero con los resultados obtenidos en este trabajo se observa una

tendencia en esa direccion.

El andlisis de los datos permitié conocer cuales pardmetros estudiados tienen una mayor
relacion con los mixogastridos y dictiostélidos para los cuatro ambientes estudiados. Lo anterior
es importante para determinar la direccion de estudios posteriores en la linea del uso de

micetozoos como indicadores ambientales.

Las variables que explican en su mayoria la variabilidad de los datos son, por si solas,
indicadores de continuidad de la investigacion con estos microorganismos. Sin embargo, se debe
considerar que el conjunto de pardmetros son los que definen el comportamiento final, como ha
sido observado en este trabajo. Lo cual permite recomendar una ampliacion de la investigacion
hacia el estudio de otras variables y su relacion sobre este grupo de microorganismos. En este
sentido, un andlisis de otros pardmetros climaticos o espaciales permitiria observar con mejor
detalle si este grupo de microorganismos se puede utilizar como un indicador en el contexto

estudiado en este trabajo.
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Por ejemplo, al hacer un analisis espacial de la distribucion de valores asociados a las
variables para las dos zonas de estudio, se puede observar que lo mencionado podria ser
relevante. Tanto en el caso de la distribucion del porcentaje de arcillas (Figura 3) como del pH
(Figura 4), se observa que la cercania al parche boscoso tiene un efecto sobre ambas. De hecho
en el caso de la respiracion microbiana (Figura 5) se observan valores mas altos en puntos mas

cercanos al bosque.

' N Ay 1 %Arcilla
%Arcilla B VALUE>
<VALUE> S
W 37.92 -41.74 o I 2255
W 4174 -4379 B 27.06-
B 43.79 - 45 64 M 2027
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4910 -50.94 39.91-
50.94- 52 99
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Figura 5. Distribucion espacial del porcentaje de arcillas en las zonas estudiadas en los cantones
de Jiménez (izquierda) y Sarapiqui (derecha).
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Figura 6. Distribucion espacial del pH en las zonas estudiadas en los cantones de Jiménez
(izquierda) y Sarapiqui (derecha).
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Figura 7. Distribucion espacial de la respiracion microbiana en las zonas estudiadas en los
cantones de Jiménez (izquierda) y Sarapiqui (derecha).

Asi, el ampliar el espectro de variables a estudiar es importante para contar con un
estudio mas integrado con la dinamica de los cultivos. De igual forma, tomar en cuenta otros
cultivos de gran impacto en el pais como el banano o trabajar en otros tipos de suelo, podria
generar informacion valiosa para poder continuar con la generacién de informacién sobre la
aplicabilidad real de micetozoos en el contexto agricola. En el presente trabajo limitaciones
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logisticas y de tiempo no han permitido lo anterior, pero a partir del andlisis realizado, se
vislumbra su importancia.

Debido al poco estudio contextualizado de los micetozoos, cualquier linea de trabajo
integrada tiene potencial de generar informacion interesante y potencialmente relevante. Al
menos para el caso de Costa Rica y en el contexto agricola, con las limitaciones del caso, este

estudio representa un primer paso en esa direccion.

A modo de resumen se observo que la informacion con respecto a los micetozoos es
minima en relacion con el uso de suelos de zonas tropicales. La investigacion de este grupo de
protozoarios es interesante ya que se desconoce sus posibles alcances. Los micetozoos pueden
funcionar como indicadores ambientales, debido a su sensibilidad a variables como pH,
respiracion microbiana o cantidad de manganeso presente en el suelo, pero se debe estudiar su
correcta implementacion. En el caso de las dos primeras variables se observo una notoria

distincion entre bosque y cultivo, lo cual se puede deber a las labores agricolas que se realizan.

Los mixogastridos son el grupo que presentan una sensibilidad particular al manganeso
relacionada con las dos zonas de cultivo. Pero los dictiostélidos son mas receptivos a variables
quimicas. De igual forma los dictiostélidos predominan en todos lo ambientes menos en el
cultivo de pifia. Lo cual es un indicador que el efecto del hombre en particular para este cultivo,

esta teniendo una influencia en la incidencia de este grupo.

En el caso de las variables paisajisticas como el NDVI, se mostr0 un crecimiento
saludable de ambos cultivos, pero al momento del estudio considerando todos los parametros, no

mostro un peso especifico en la incidencia de los micetozoos. Las dos zonas de estudio en su
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mayoria son sectores agricolas, pero el que los alrededores del muestreo presenten este

escenario, no mostro tampoco un peso especifico en la incidencia de los micetozoos.

Con los resultados encontrados, se recomienda ampliar el estudio a otros cultivos para ver
si se presenta un comportamiento parecido en los micetozoos, investigar si otros ordenes de
suelos muestran diferencias, realizar un estudio a pequefia escala, para observar la respuesta de
los micetozoos variando cantidades de agroquimicos y considerar variables climaticas como
precipitacion, radiacion o temperatura. Es importante recordar que este estudio es un primer paso
para el inicio de la investigacion de los micetozoos en &mbito agricola, por lo que el fomentar el

estudio de estos es importante para tener un panorama mas amplio sobre este grupo.
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Anexos

1. Pruebas de laboratorio

1.1. Biomasa microbiana

La biomasa microbiana se determind con la metodologia de fumigacion yextraccion de
Vance (37). Para ello se pesaron 10g de muestra por duplicado. La primera muestra sirvié de
control, para lo cual se trabajé con un Erlenmeyer de 250mL al cual se le adicionaron 50mL de
K2S04(0,5M). Tras agitacion por 30 minutos y filtracion usando un papel de filtro Whatman 42,
el extracto se guardo a 4°C. La segunda muestra fue la fumigada, para la cual se us6 un beaker
de 40mL al cual se fumig6 con cloroformo y se incubd por 24h a 25°C. Tras ello se filtré con el
papel Whatman y del extracto obtenido se colocaron 8mL en tubos de digestion a los que se
adicionaron 2mL de K>Cr207. Las muestras fueron digeridas a 150°C por 30 minutos para
después dejar enfriar. El digestado se transfiri6 a un Erlenmeyer de 250mL, al cual se le
adicionaron 80mL de agua desionizada, tres gotas de fenontralina y se titulé la solucion con sal

de Morh 33,3 mM (NHa). Fe(SO4).6(H20).

1.2. Respiracion microbiana

La respiracion microbiana se determind usando la metodologia de Jenkinson y Powlson
(38). Para ello se pesaron 30g de suelo por duplicado y se colocaron en una jarra de incubacion.
En el centro del recipiente se coloco un vaso de precipitado con 10ml de NaOH, se cerro el
envase y se dejé dentro de una incubadora a 28°C por dos horas. Al destapar el recipiente se
procedio a sacar el vaso con NaOH y se transfirié a un Erlenmeyer de 125mlal cual se le agregd
2ml de BaCl, con una bureta de 10ml y 3 gotas de timolftaleina con gotero. Esta solucion se

titulé con HCL en una bureta de 50ml hasta ver un cambio de azul claro a incoloro. El célculo de
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la respiracion microbiana se realizé con la ecuacion de Stotzky (1965), para obtener valores de

CO2 en mg C/ kg suelo.

Miligramos de C — CO, = (B —V) * NE (1)
Donde:
B: volumen en mililitros de HCI necesarios para valorar el NaOH sin ser expuesto al
suelo.
V: volumen en mililitros de HCI necesarios para valorar el NaOH siendo expuesto al
suelo.
N: normalidad del HCI
E: peso especifico del carbono (E=12) y peso especifico del CO, (Ez =44)

44 12

2 2
E=16

13. Metodologia modificada del protocolo de Cavender.

La metodologia utilizada fue la de Spiegel (41).Para ello se pesaron 5g de suelo por
muestra y se adicionaron 25ml de agua, se mezclé bien la solucion y se pasd una pequefia
cantidad en un plato de petri doble con agar-heno y se procedidé a inocular con las bacterias.
Escherichia coli en una seccién del plato y Bacillus subtilis en la otra, ademas se agregaron hojas
de bosque autoclavadas como sustrato. Se revisaron los platos tras una y dos semanas de haber
montado el ensayo y con ayuda de un microscopio se identificaron los microorganismos a nivel

de grupo.
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1.4. Textura del suelo

La metodologia utilizada fue el protocolo grueso de la Unidad de Recursos Forestales del
Instituto de Investigaciones en Ingenieria segun el cual se tomo suelo de la muestra para cernirlo,
secarlo en papel periodico y pulverizarlo. Tras esto, se tomo un recipiente alto y se lleno ¥4 parte
del mismo con el suelo para después afiadir 350mL de agua y una cucharadita de detergente para
lavadora automatica de platos y cristaleria. El recipiente se cerrd y se agito por 15 minutos para
después de un minuto medir el nivel asociado con la cantidad de arena, tras dos horas el nivel de
limo y después de 3 dias el nivel de arcilla. El recipiente no tuvo perturbaciones para garantizar

la correcta deposicion de las diferentes particulas.

Seguido a esto se calcul6 el porcentaje de particulas con respecto al nivel de los sedimentos

utilizando las siguientes ecuaciones:

grosor de capa de arcillas

P taje de Arcilla = 2
orcentaje ge £Arcria grosor de capa de sedimentos @
) ) grosor de capa de limos
Porcentaje de Limo = - 3)
grosor de capa de sedimentos
) grosor de capa de arenas
Porcentaje de Arenas = (4)

grosor de capa de sedimentos

Por ultimo se obtuvo el tipo de textura de cada muestra por medio del cuadro de textura.
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1.5. Retencidn de agua en el suelo

La metodologia utilizada fue la de la Unidad de Recursos Forestales del Instituto de
Investigaciones en Ingenieria. Para lo anterior se tomaron 100g de suelo para cernirlo y colocarlo
en un sobre donde se secO la muestra a 60°C por 48 horas. Al momento de pasar este tiempo se
saco del horno y se dejé en un desecador por 15 minutos. En una probeta de 100ml se colocé un

embudo hecho con papel de filtro (#4).

De la muestra de suelo se tomaron 20g y se colocaron en el cono del papel de filtro. Se tom6 un
beaker de 150ml y se llen6 con agua hasta los 100ml, luego se procedié a verter lentamente el
liquido sobre la muestra en el papel filtro.Al momento de verter todo el liquido en el filtro se
dejo reposar por cinco minutos y se midio en la probeta el volumen que pasé por el filtro. Por

altimo se estimo la relacion de agua retenida utilizando la ecuacion 5:

96 ml—cantidad de agua en probeta(5 min) _ ml agua

(5)

20 g suelo g suelo

1.6. pH.

El pH se midi6 por medio del procedimiento de Henriquez, Bertsch y Salas (39), segun el
cual se midié 10ml de suelo que se colocaron en un vaso de agitacion con 25ml de agua destilada
para una relacion de 1:2.5. La solucidn se agitd por 15 minutos y se dejo reposar otros 5 minutos
para que se estabilizara el suelo. Se procedio a calibrar el pHmetro con dos buffer de 4y 7 a
temperatura ambiente. La medicion del pH se realizé introduciendo el electrodo en la solucién,

tomando el dato y lavando para determinar la siguiente medicion.
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1.7 Pruebas quimicas

Las pruebas quimicas las hicieron en el Centro de Investigaciones Agrondmicas donde
los encargados mencionan que la metodologia a seguir es la siguiente. Se sac6 una cierta
cantidad de suelo seco y molido para colocarlo en un vaso de extraccion. Le agregaron solucién
Mehlich 3 en proporcion 1:1 y se agitd por 10 minutos. Se filtré la muestra y se coloco en los
recipientes del espectrometro de emision atdmica de plasma (ICP-OES) y mediante de curvas de
calibracion apropiadas para cada elemento, el equipo realizé una lectura de Fésforo, Potasio,
Calcio, Magnesio, Sodio, Hierro, Cobre, Zinc, Manganeso, Boro y Azufre obteniendo los

resultados de concentracion de cada uno de ellos.
1.8. Teledeteccién

Se hizo un estudio de variables paisajisticas para cada zona de estudio por medio de los
programas Google Earth PRO version 7.1.7.2606, QGIS 2.8.7-Wien y ArcGis 10.3.1.4959. Las
imagenes satelitales usadas fueron de Landsat 8 y se obtuvieron de la pagina de Earth Explorer

de la USGS en fechas cercanas a los muestreos y con visibilidad para el trabajo.

Para cada lugar se obtuvo el uso de suelos para un area de 1000 m?, donde el centro fue cada
zona de muestreo. Con este procedimiento se identificaron edificios, bosques, fuentes de agua y
areas agropecuarias y se obtuvieron los porcentajes de uso de la tierra para cada categoria.
Utilizando la informacion en las bandas roja e infrarroja se calculd indice de Vegetacion de

Diferencia Normalizada (NDVI).
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1.9. Indicé de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI)

El indice de vegetacion de diferencia normalizada (NDVI) se calculé en un area
aproximada de 1 ha alrededor de cada una de las zonas de muestreo. Se utiliz6 el programa
ArcGis y QGIS con las imagenes de Lansat 8 de las fechas 3 abril y 16 junio del 2016 por ser las
mas cercanas a las fechas de muestreo y que no presentaron problemas de nubosidad. Dentro de
cada una de estas imagenes se escogieron 24 pixeles al azar, de los cuales la mitad se ubicaron en

el bosque y el resto en la zona de cultivo y con ellos se obtuvo el indice mencionado.
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