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RESUMEN

El Ecuador es el primer pais productor de cacao en Latino América y primero a nivel
mundial de banano. El problema identificado es que los monocultivos estan destinados
al empobrecimiento de nutrientes y perdida de diversidad microbiana, causado por el
abuso de fertilizantes quimicos. Los dafios irreversibles que sufre el suelo bajan la tasa
de produccion de los cultivos. En este contexto, el uso de complejos microbianos es la
principal alternativa ecosostenible para sustituir los fertilizantes sintéticos. Las
bacterias solubilizadoras de fosforo (BSP) y potasio (BSK) logran proporcionar a las
plantas nutrientes que se encuentran en el suelo en un estado inaccesible, mediante
mecanismos quimicos de solubilizacion. El aislamiento de las bacterias fue exitoso
gracias al pre-eriquecimiento con fosforo (P) y potasio (K), ademas de la inoculacion
en medio especificos: NBRIP y Aleksandrow, para BSP y BSK respectivamente. Los
resultados obtenidos fueron sorprendentes, los indices de solubilizacion fueron altos y
las pruebas de compatibilidad en placas positivas entre BSP-BSP, BSK-BSK y BSP-
BSK. En conclusién, la formulacion de un bio-producto es posible, y siendo la
capacidad solubilizadora distinta entre las bacterias, es importante la identificacién de
las mas eficientes. A futuro se podra expandir los estudios al espectro de diversidad
microbiana que poseemos como pais. Tenemos los recursos para ser agentes del
cambio, hay que tener en cuenta que somos la ultima generacion que puede salvar el

planeta.

Palabras Clave: Monocultivo, fertilizante, bacterias, solubilizacién, bio-producto



ABSTRACT

Ecuador is the first cocoa producing country in Latin America and first in the world for
bananas. The identified problem is that monocultures are destined to the
impoverishment of nutrients and loss of microbial diversity, caused by the abuse of
chemical fertilizers. Irreversible damage to the soil lowers the rate of crop production.
In this context, the use of microbial complexes is the main eco-sustainable alternative
to replace synthetic fertilizers. Phosphorus (BSP) and potassium (BSK) solubilizing
bacteria manage to provide plants with nutrients that are in an inaccessible state in the
soil, through chemical solubilization mechanisms. The isolation of the bacteria was
successful thanks to the pre-enrichment with phosphorus (P) and potassium (K), in
addition to the inoculation in specific media: NBRIP and Aleksandrow, for BSP and BSK
respectively. The results obtained were surprising, the solubilization rates were high
and the compatibility tests on plates positive between BSP-BSP, BSK-BSK and BSP-
BSK. In conclusion, the formulation of a bio-product is possible, and since the
solubilizing capacity is different among bacteria, it is important to identify the most
efficient ones. In the future, studies may be expanded to the spectrum of microbial
diversity that we have as a country. We have the resources to be agents of change, we

are the last generation that can save the planet.

Keywords: Monoculture, fertilizer, bacteria, solubilization, bio-product
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En Ecuador, el sector bananero y el cacaotero representan ingresos fundamentales
econdémicos de la produccion agricola. En el 2019 y 2020, el primero contribuyo con el
50% del PIB agricola y con el 30% de las exportaciones mundiales. El sector cacaotero
por otra parte, se destaca como productor principal en América y en cuarto lugar en el
mundo con el 7% de produccion total de grano de cacao (FAO, 2019). El uso
indiscriminado de los fertilizantes fosfatados, por ejemplo, provoca una disminucion
consecutiva de reservas de fosforos y poblacion microbiana, que a su vez se manifiesta
como el fenédmeno de perdida de fertilidad en el suelo (Galeana, 2016). El suelo es un
organismo vivo y la diversidad microbiana que alberga ha evolucionado en simbiosis con
el mundo vegetal. Existen microorganismos que se conocen como bacterias promotoras
del crecimiento de las plantas (BPCP), su participacion promotora puede ser en relacion
con el desarrollo fisiolégico de los metabolismos bacterianos y vegetal, o con su
capacidad de ejercer un control bioldgico (De-Bashan et al., 2007). Los microorganismos
se clasifican en grupos segun el proceso biolégico que realizan en el suelo, y es son
conjuntos biodiversos entre los cuales estan algunos como los proteoliticos,
pectinoliticos, solubilizadores (fésforo y potasio) y otros fijadores (nitrdgeno) (Torsvik &
Ovreas, 2002). En particular, la conexién entre las bacterias y las plantas ha sido objeto
de investigacién en el campo de biotecnologia en las ultimas décadas, para cubrir la
necesidad de renovar las herramientas de la agricultura. Reducir el impacto ambiental
debe considerarse una prioridad para asegurar un cambio en la salud de los
agroecosistemas de las actuales y futuras crecientes demandas del mercado (Andrade
et al., 2017). El equilibrio de los ciclos biogeoquimicos de los agroecosistemas es
alterado por el excesivo uso de insumos quimicos: fertilizantes y plaguicidas. El suelo y
los cuerpos de agua son las dos matrices ambientales principales que se convierten en
pasivos ambientales de la agricultura intensiva (Beltran, 2014). Este trabajo investigativo
tiene como objetivo general caracterizar bacterias solubilizadoras de fosforo (P) y potasio
(K) mediante analisis bioquimicos de muestras provenientes de cultivos de banano y

cacao, para su aplicacién en agroecosistemas.



1.1 Descripcion del problema

El problema identificado pertenece a los cultivos de banano y de cacao, que son
monocultivos destinados al empobrecimiento de nutrientes y perdida de diversidad
microbiana. La adicion de fertilizantes sintéticos es una solucién temporal que no
satisface a los productores por la consecuente: erosion del suelo, perdida de raices,
contaminacion de agua y suelo ademas de exponer a las plantas a una mayor
susceptibilidad a enfermedades y plagas (Cedefio, 2022). EI movimiento de los
elementos en la rizosfera es un factor que se relaciona con su capacidad de absorcion.
Los elementos esenciales para un desarrollo fisioldégico vegetal son: el nitrégeno (N), el
fésforo (P) y el potasio (K), mas conocidos como los ‘NPK'. El abuso de los fertilizantes
fosfatados y potasicos no cambia la disponibilidad del elemento (Ferndndez, 2007). La
interaccion fosforo-suelo no es inerte y también se relaciona con la matriz del agua,
cuando altos niveles de fésforo ingresan a los cuerpos de agua, provocando el fenébmeno
de eutrofizacion (Hernandez, 2022). En un agroecosistema con altas concentraciones de
fésforo, las plantas también pueden manifestar su deficiencia, y este fenbmeno se
produce por varios factores ambientales. Por otra parte, la interaccion potasio-suelo en
un agroecosistema determina la calidad del rendimiento de la biomasa de produccién de
estos monocultivos de tal forma que su aporte llega a la percepcion del cliente mediante
el sabor del fruto (Gutiérrez, 2020). Las estructuras de los ecosistemas poseen
propiedades quimicas, fisicas y microbioldgicas del suelo que estan estrictamente
relacionadas con las proporciones de sus componentes. La dinamica del suelo-
microorganismos es fragil, todo cambio fisicoquimico genera una alteraciéon en todo el

ecosistema (Forero & Mora, 2010).



1.2 Justificacion del tema

El banano y el cacao pertenecen a los principales productos que oferta el Ecuador al
mundo. En la actualidad, los suelos de los monocultivos son expuestos al abuso de
fertilizantes y a largo plazo este tratamiento provoca consecuencias irreversibles en los
agroecosistemas. La pérdida de diversidad microbiana se refleja en la infertilidad de los
suelos. La fertilizacion de macro y micronutrientes en los cultivos necesita la intervencion
de complejos microbianos especificos para cada nutriente (Gutiérrez, 2020). Los
estudios del suelo se enfocan en los microorganismos promotores de crecimiento vegetal
(PGPM), las bacterias solubilizadoras de fésforo y potasio pertenecen al grupo de las
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCP). Estas bacterias liberan
elementos como el fésforo, el potasio y productos esenciales mediante mecanismos
bioquimicos especificos Los microorganismos también son en bio-indicadores de la
calidad del suelo y a futuro se convertiran en la mejor alternativa ecosostenible a la

aplicacion de fertilizantes minerales.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Caracterizar bacterias solubilizadoras de fosforo (BSP) y potasio (BSK) mediante
analisis bioquimicos de muestras provenientes de cultivos de banano y cacao, para su

aplicacidon en agroecosistemas.

1.3.2 Objetivos especificos

e Aislar cepas bacterianas en medios especificos para la seleccién de los grupos
mas eficientes solubilizadores de fésforo (P) y potasio (K).

e Caracterizar las cepas aisladas BSP y BSK mediante técnicas bioquimicas y
colorimétricas para cuantificar la eficiencia de solubilizacion.

e Realizar pruebas de compatibilidad mediante bioensayos para la comprobacién de

su capacidad de coexistir en un mismo medio.
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1.4 Marco teoérico

1.4.1 Los cultivos comerciales: banano y cacao

El banano y el cacao son los principales productos exportados en Ecuador. En el 2020,
el 41% de la produccion del sector bananero fue cosechada en la provincia de Los Rios,
el 26% en el Guayas y el 25% en El Oro. Aportando con un 92% de produccién en una
superficie cosechada total respectiva de 53 220.17 ha, 41 631.32 ha'y 43 344.34 ha. En
el 2019, el 31% de la produccién del sector cacaotero fue cosechada en la provincia del
Guayas, el 24% en Los Rios y el 14% en Manabi. Aportando con un 69% de produccién
en una superficie cosechada total respectiva de 115 933 ha, 116 898 ha y 110 446 ha
(INEC, 2020). El crecimiento del sector bananero exportador no ha sido alterado
negativamente ni durante ni después de la pandemia mundial provocada por COVID-19.
Esto se debe a que las potencias mundiales se encuentran en una posicion geografica
donde el clima frio desfavorece la produccién de frutos como banano y cacao, lo cual
genera para los paises tropicales una fortaleza que Ecuador ha aprovechado desde los
inicios de los intercambios comerciales internacionales (Gutiérrez & Cevallos, 2021).
1.4.2 NPK: elementos vitales en los cultivos de banano y cacao

La presencia de macromoléculas del suelo en los cultivos de banano y cacao es
fundamental porque en el caso del banano, el ritmo de crecimiento es alto y posee
limitaciones de longitud en su sistema radicular, por lo cual necesita la disponibilidad del
fésforo desde las primeras etapas de vida hasta los cinco meses. La deficiencia de
fosforo en el suelo desacelera el proceso de crecimiento. La demanda de potasio
incrementa cuando las plantas entran en el proceso de floracion. La absorcion del potasio
se dirige directamente al fruto, porque es parte de los pigmentos fotosintéticos. Este
elemento es parte de procesos celulares como la division celular, respiracion y es un
componente estructural de las biomoléculas. En la naturaleza, el nitrégeno organico se
libera de la descomposicion de materia organica, pero para ser absorbido tiene que
cambiar forma a inorganico (Azucena, 2020). En el cultivo de cacao se presentan
consecuencias similares a las del banano. La deficiencia de nitrégeno produce primero
una decoloracion en las hojas y también conduce a la planta a una prematura floracion.
Cuando en cambio el fosforo no suple las demandas nutricionales del desarrollo
fisioldgico la planta desacelera el ritmo del crecimiento. Por otra parte, la falta de potasio
en el aporte nutricional afecta directamente a la calidad del fruto, el cual no desarrolla ni

una estructura robusta ni el sabor caracteristico (Vivar, 2013).
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1.4.3 Fertilizantes minerales

Los fertilizantes minerales son productos sintéticos que se producen a nivel mundial a
escala industrial para suplir las demandas de los suelos sobreexplotados, como los
monocultivos. Los fertilizantes minerales en esta industria se agrupan en simples si su
composicién es nitrogenada, fosfatada o potasica y en compuestos si contienen mezclas
de estos, como el fosfato diamdico (DAP). Los fertilizantes mas vendidos en el mercado
agricola son: urea, superfosfato triple y el muriato de potasio (CIK). ElI CIK es el
fertilizante mas consumido en el sector bananero no solo por su composicion sino por el
bajo precio en el mercado ecuatoriano e internacional. Los fertilizantes nitrogenados se
aplican por lo general, por via foliar (Boyd, 2018). El potasio (K) es absorbido en forma
de ion y es la forma disponible, porque mientras se encuentra en su forma mineral es
potasio no disponible. Este elemento determina la biomasa del racimo (Lopez &
Espinosa, 1995). En cambio, el tiempo de crecimiento para los cultivos de cacao es mas
largo, y esto hace que los ciclos del uso de fertilizantes sean méas prolongados.

1.4.4 EIl fosforo (P): su importancia en el desarrollo fisiolégico vegetal y
participacion en los ciclos biogeoquimicos del suelo

El fosforo es un elemento importante en la matriz del suelo. Su importancia cubre un
funcionamiento generalizado en los procesos fisiolégicos que abarca desde las
estructuras de las biomoléculas, al almacenamiento y transferencias de energia celular.
La intervencion del fosforo en los ciclos biogeoquimicos juega un papel fundamental en
el suelo debido a sus caracteristicas elementales (Fernandez, 2007). El fosforo posee
una baja movilidad en el suelo, con respecto a otros nutrientes libres en la matriz. La
concentracion del fésforo en el suelo es de aproximadamente 0,02-0,05 ppm lo cual es
una concentracion muy baja (Banerjee et al., 2010). El mecanismo de solubilizacion del
fésforo inorganico puede ocurrir por acidificacion por H*, se liberan H* o por la asimilacion
de NH4*, de los cuales no se produce, acidos organicos (Beltran, 2014). El fosforo
organico, por otra parte, se almacena en la materia organica animal o vegetal, y se libera
a través de la descomposicion microbiana. De esta descomposicién, la forma presente
en mayor cantidad en el suelo es el fosfato inotisol. El fosfato inotisol posee una alta
capacidad de acumulacion que se obtiene de la unién quimica con: aluminio, hierro y
calcio, (formas insolubles). Cuando ocurre esta trasformacién convierte el fésforo
inorganico disponible en una forma organica no aprovechable para las plantas, se dice
que el fésforo se ha inmovilizado, y el proceso inverso se denomina mineralizacion.

Ademas, es la razén principal, por la cual los organismos compiten para este recurso.
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En estas reacciones se involucran las presencias de enzimas que desfosforilan los
enlaces fosforo-éster, fosfatasas acidas no especificas, las fosfatasas (NSAP) y las
fitasas. Este fenomeno de mineralizacion produce los ortofosfatos (Oliviera et al., 2008).
Los acidos organicos son sintetizados por bacterias pueden generar la liberacion de
fosforo soluble por su estructura molecular. La eficiencia del proceso de solubilizacion
depende del numero de grupos carboxilo (-COOH) e hidroxilo (OH") y la posicion del
ligando (Trivedi & Sa, 2008). Por ejemplo, el acido glucénico es el agente solubilizador
mas comun del grupo fosfato y como este se han reportado otros acidos con capacidades
solubilizadoras como: 2-cetogluconico, citrico, oxalico, propidnico, lactico, valérico,
succinico entre otros (Paul et al., 1971). Los mecanismos de solubilizacion del fésforo
ocurren mediante la produccién de acidos organicos y la biosintesis de enzimas

especializadas, las fosfatasas (Chang & Yang, 2009).

1.45 El potasio (K): su importancia en el desarrollo fisioldogico vegetal y
participacion en los ciclos biogeoquimicos del suelo

El potasio es un nutriente importante en las actividades celulares para el desarrollo
fisiologico vegetal y participa en la activacion de mas de 80 enzimas distintas de
reacciones biolégicas. Su aporte en el metabolismo, tanto animal como vegetal es vital
durante el crecimiento y esencial cuando los organismos vegetales se enfrentan a algun
tipo de estrés abidtico, ya que, por ejemplo, fortalece el sistema de resistencia en
presencia de un patégeno. La corteza terrestre es rica de potasio, sin embargo, el tipo
de intervencién del potasio en los ciclos biogeoquimicos depende de la forma que tenga
en la matriz del suelo. El potasio se puede encontrar disponible en forma de solucién y
no disponible, cuando su forma quimica es mineral. Los mas comunes son los feldespato
y mica. La solucion de potasio es absorbida por el sistema radicular vegetal y por

microorganismos que viven en la rizosfera. (Moreno & Moreno, 2020).
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1.4.6 Microorganismos solubilizadores: BSP y BSK

En base a todos los fendmenos bioquimicos descritos anteriormente, los investigadores
durante las Ultimas dos décadas han estudiado los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (MGPM), en particular, un grupo en particular parece ejercer
mecanismos interesantes en el suelo. Las bacterias solubilizadoras de fésforo y potasio
pertenecen a las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCP) y su
capacidad asombrosa consiste en aumentar la biodisponibilidad de los elementos en
estado soluble, es decir, accesible para las plantas. La presencia de las bacterias
solubilizadoras en la rizosfera beneficia la biodisponibilidad de P y K, estimula el
desarrollo fisioldgico de raices y brotes, aumentando también sus volimenes en peso
fresco y peso seco. Ademas, del efecto sinérgico relacionado al crecimiento de los
cultivos, estos microorganismos ejercen un biocontrol ya que existe una produccion de
compuestos antifangicos como fenoles y flavonoides, sidero6foros o enzimas entre otros

que inhibe el crecimiento de patdgenos en las plantas (Richardson & Simpson, 2011).

La transformacion del fosforo y del potasio a través de mecanismos de solubilizacion y
de mineralizacion es un proceso bioquimico que ocurre en funcién a dos aspectos
fundamentales: la riqgueza nutricional del suelo y el estado de desarrollo fisiolégico de la
planta. Existen factores que influyen durante la solubilizacién y que intervienen entre las
BSP y BSK y las plantas, los mas relevantes son las interacciones con otros
microorganismos, la extension radicular, las condiciones ecologicas del suelo, las

caracteristicas fisicoquimicas del suelo (Zhang et al., 2014).
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1.4.7 BSP y BSK: como microorganismos promotores de la produccion de
fitohormonas

Las bacterias solubilizadoras de fosforo (BSP) y las bacterias solubilizadoras de potasio
(BSK) se caracterizan también por promover el crecimiento vegetal a través de
fitohormonas como: auxina (acido indol-3-acético, acido indol-3-butiirico, entre otros),
giberelina y citoquinas, cuyos efectos se reflejan en la elongacion radicular, division
celular, diferenciacion celular y dominancia apical (Gonzalez, 2016). Las auxinas se
sintetizan mediante la via triptofano. Los beneficios de manejar complejos microbianos
en las plantaciones, ademas de mejorar la biodisponibilidad de P y K incluyen el refuerzo
del sistema radicular y en el crecimiento de brotes, incremento en la biomasa de los
frutos. Todo eso es posible gracias al efecto sinérgico entre las actividades microbianas
y las fitohormonas sintetizadas (Alori et al., 2017). Las reacciones de solubilizacion de
los elementos cambian segun las condiciones del suelo, es esta la razon por la que existe
una amplia variedad de especiacion entre los microorganismos. La intervencion de las

bacterias solubilizadoras favorece la fertilidad del suelo (Etesami et al., 2017).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA
2.1 Areade estudio

El area de estudio fueron plantaciones de banano y cacao ubicadas en tres provincias
del Ecuador: Los Rios (Vinces: Fca. Solanda, Fca. Caicedo, Fca. Ramilla), Guayas
(Balao: Fca. Colon, Fca. Matanegro) y El Oro (Pasaje: Fca. Los Angeles, Fca.
Calicachima). Se analizaron 9 muestras de cultivos de banano y cacao y 2 muestras
combinadas, para un total de 11 muestras. La recoleccion de muestras fue aleatoria en
cada plantacién, escogiendo areas cerca de raices jovenes y plantas adultas (Figl). Se
excavo con una pala a 15 cm de profundidad para obtener 1Kg de suelo que fue
sucesivamente colocado en un frasco rotulado. Las muestras se conservaron en
laboratorio a temperatura ambiente y antes de cualquier tipo de manipulacion se
homogeneizo el grupo de muestras de cada cultivo, despojando el suelo de raices, hojas

y de piedras que pudieran interferir a futuro.

2.2. Pre-enriquecimiento de medios

El pre-enriquecimiento de medios es un paso fundamental ya que se desprenden los
microorganismos del suelo. La fuente de enriquecimiento para las BSP es el fosfato
tricélcico y el agua peptonada se agregaron para la activacién de microorganismo. En
agua destilada se disolvieron 1,80g de agua peptonada y 0,099 de fosfato tricalcico. Por
otra parte, como fuente de enriquecimiento para las BSK se usaron 2.7 g/L de tripticasa
soya broth y 0.5 g de fosfato dipotasico. Se afiadieron 10g de muestra de suelo, en la
incubadora shaker a 28°C a 150rpm por 48 horas.

2.3. Preparacion de medios solidos

Medio NBRIP: BSP

Segun la bibliografia revisada la preparacion de medios se realizé en agua destilada
agregando en un matraz, el mismo orden descrito a continuacion: glucosa (1,0 g/L),
cloruro de potasio (0,3 g/L), cloruro de sodio (0,3 g/L), sulfato férrico (0,030 g/L), sulfato
de magnesio (0,030 g/L), sulfato de amonio (0,5 g/L), fosfato tricalcico (1,0 g/L), agar (15
g/L) y azul de bromotimol (BTB) (0.1 g/L) (Bolafio et al., 2018). Se realizaron 3 placas
control y las muestras fueron analizadas por triplicado.

Medio Aleksandrow: BSK
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Segun la bibliografia revisada la preparaciéon de medios se realiz6: glucosa (5,0 g/L),
cloruro férrico (0,1 g/L), carbonato calcico (2,0 g/L), sulfato de magnesio hepta-hidratado
(0,005 g/L), fosfato de calcio (2,0 g/L), agar (20 g/L), fosfato de potasio dibasico (2,0 g/L)
y azul de bromotimol (BTB) (0.08 g/L) (Norzilawati & Norhayati, 2021). También, se

realizaron 3 placas control y las muestras fueron analizadas por triplicado.

2.4. Dilucion seriada

Para cada muestra de suelo el medio NBRIP y del medio Aleksandrow se prepararon los
tubos de ensayo con agua destilada para obtener 10, 102, 103,10, 10%, 10, 107.
Mediante la técnica de agotamiento por superficie se consideraron las diluciones 1073,
104, 10°, 105, con el uso de asa, micropipeta se plaque6 el medio sélido, dentro de la
camara de flujo. Las placas del medio se incubaron en la Incubadora a 30°C por 148h (5

dias) como se recomienda Saxena et al, 2020.

2.5. Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fésforo y potasio

En la cAmara de flujo se realiz6 el aislamiento de bacterias solubilizadoras de fésforo y
potasio mediante la técnica por estria. De cada placa del medio NIBRP y Aleksandrow
se seleccionaron las placas que presentaron una colonia definida tanto en su forma como
en color diferentes, para obtener una mayor diversidad de cepas bacterianas (Fig2 y
Fig3). Luego del analisis, todos los medios se dejaron en reposo en la refrigeradora a
3°C. Después de 48 h del aislamiento, se procedié a incubar en el centro de cada placa
una colonia purificada del aislamiento de BSP y BSK para la medicion del crecimiento
del halo durante un periodo de tiempo de 7 dias, y se anotaron dichos valores en una
tabla para posteriores analisis.

2.6 Cuantificacion del indice solubilizador de BSP y BSK

Se calcul6 el indice solubilizador (IS) de cada placa inoculada con colonias de BSP y

BSK, mediante la formula reportada por Galeana, 2016.

(didmetro de la colonia + diametro del halo)
IS =

diametro de la colonia
El indice solubilizador es uno de los pardmetros considerados durante la seleccién de

las mejores cepas solubilizadoras de BSP y BSK. Por lo tanto, los valores obtenidos se

registraron en una tabla hasta su posterior analisis.
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2.7 Pruebas bioquimicas y colorimétricas

2.7.1 Tincion de Gram

El proceso de identificacion bioquimica de las cepas bacterianas aisladas se realiz6
mediante la tincion de Gram, se escogieron colonias de los medios SMRS y Aleksandrov
que presentaron el cambio de coloracion. En la camara de flujo se procedi6 a fijar las
colonias en portaobjeto con una gota de agua destilada y flameando hasta que la muestra
se haya secado completamente. Para la tincion se cubrio primero las muestras fijadas
con cristal violeta por 1min, y se lavaron con agua destilada. Segundo, se cubrieron con
Lugol por 1min y se lavaron con agua destilada. Tercero, se lavaron las muestras con
alcohol de 5 a 8 segundos y se enjuagan con agua destilada. Por dltimo, se tifie con
safranina 30 segundos y se enjuaga. Se espera que las muestras se sequen para la
sucesiva identificacién. Cada muestra fue observada al microscopio en 10X 40X y 100X,
como se observa en la FiguralO. Se puede concluir que la microbiota identificada es
uniforme, es decir que la tincion de Gram, en todos los casos: Gram negativas. La
morfologia observada es caracteristicas de Bacillus, Estreptobacillus y Micrococcus,

segun la bibliografia revisada de (Bolafio et al., 2018).

2.7.2 Prueba de compatibilidad

Las pruebas de compatibilidad son la fase mas importante del proyecto ya que no es
suficiente solo con aislar las bacterias. Si a futuro se las quiere enfrascar en un bio-
producto hay que comprobar que entre ellas exista sinergia (Cisnero et al., 2015). Si las
bacterias aisladas y colocadas en un medio de cultivo pueden crecer juntas se dice que
hay sinergia, por otra parte, las bacterias inoculas en una placa muestran una reaccion
destructiva en su relacion se dice que ocurre lisis. En este Ultimo caso no es posible

formular un bio-producto con esa combinacién de bacterias.

2.7.3 Conservacion de bacterias aisladas
La conservacién de cepas es la fase que permite a futuro reactivar los complejos
bacterianos aislados. Se sigue para ello el protocol6 de Grauer et al. 2015, con glicerol

al 25% y medio TSB, un medio de cultivo universal (Fig5).
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CAPITULO 3
3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Modelo de negocio propuesto

Para mostrar una idea general de la viabilidad econdmica del presente proyecto se
presenta la Figl. donde se puede observar el modelo de negocio propuesto, el cual
representa el proceso general a seguir para su ejecucion. El modelo de negocio parte
del disefio y levantamiento de una unidad piloto donde se llevara a cabo la fase
laboratorio para la produccion de microorganismos (BSP y BSK) y la fase invernadero
para la validacion de los resultados, sucesivamente sigue la negociacion con el cliente,
entrega del producto y administracion de los primeros ingresos. En la parte izquierda, por
otra parte, se muestras las etapas principales de la fase laboratorio: recoleccion de
muestras, aislamiento de BSP y BSK, caracterizacion de las bacterias y prueba de

compatibilidad en placas.

6 1. DISENO Y Fase Laboratorio:

ADMINISTRACION  LEVANTAMIENTO
DEPRIMEROS  DE UNA UNIDAD

INGRESCS SIERI0 2.1 Recoleccion de muestras
C 2RAsE N 2.2 Aislamiento de BSP y BSK
5. ENTREGA DE s 2 LABORATO

, RIO:
PRODUCTOS « PRODUCCION DE
BACTERIAS
2.3 Caracterizacion BSP y BSK

2.4 Prueba de compatibilidad en placas

INVERNADERO:

4. NEGOCIACION VALIDACION DE LA

CON CLIENTES

MEJOR SINERGIA
BACTERIANA

Figl. Modelo de negocio propuesto

Los resultados del aislamiento de las bacterias solubilizadoras se muestra en la Tabla
3.1, donde a cada una se le ha calculado su indice solubilizador, en otras palabras, su
capacidad de absorber los elementos P y K presente en los medios de cultivos. Los
resultados obtenidos son sorprendentes considerando que hay una gran diferencia entre
los valores, lo cual también significa que existen bacterias mas eficientes que otras. Las

mismas estan resaltadas con un circulo color rojo.
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3.2 Caracterizacion de bacterias BSP y BSK

Para la medicion del indice de solubilizacion se renombraron las bacterias aisladas (Fig4)
donde a continuacion se especifica el origen de las bacterias: BSP 2 en Fca. Caicedo-
banano, BSP 3 en Fca. Calicachima-cacao, BSP 4, 6 y 7 en Fca. Solanda-cacao, BSP 9
en Fca. Solanda-banano y BSP 10 y 11 en Fca. Coldn-cacao. Mientras que para BSK
fue la siguiente: BSK 20 y 21 en Fca. Ramilla-cacao, BSK 21 es la combinacién de Fca.
Ramilla-Solanda-cacao, BSK 14 en Fca. Calicachima-cacao, BSK 19 en Fca. Colon-

cacao, BSK 16 en Fca. Caicedo-banano y BSK 17 y 18 en Fca. Solanda-cacao.

Tabla 3.1. indice de solubilizacion BSP y BSK

Aisladas indice de solubilizacion Aisladas indice de solubilizacion

BSP 7 0,625 BSK 20
BSP 6 BSK 21 0,55

BSP 3 0,72 BSK 22 0,65

BSP 4 0,75 BSK 14 0,75

BSP 2 0.69 BSK 19
BSP 11 q BSK 16 0,68

BSP 10 0,7 BSK 17 0,74

BSP 9 \ BSK 18 071

A continuacion, se muestra a detalle el analisis de los resultados:
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Para este proyecto se intentaron 17 combinaciones. Se obtuvieron 9 resultados de

sinergia de los cuales 2 mostraron un cambio de color a rojo. Por otra parte, en 8 casos

ocurrid lisis de los cuales 2 también mostraron un cambio de color a rojo. En la tabla

2.7.2.1y 2.7.2.2 se recopilaron los datos obtenidos en un medio universal: TSB.

Tabla 2.7.2.1 Pruebas de compatibilidad: sinergia (5 dias)

Compatibilidad

Placa

# combinacién Combinaciéon
bacteriana
1 17 BSK -7 BSP
2 19 BSK — 8 BSP
3 17 BSK — 4 BSP
4 21 BSK — 22 BSK

Sinergia
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4 BSP — 7 BSK

7 BSP -8 BSP

2 BSP -3 BSP
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Tabla 2.7.2.2 Pruebas de compatibilidad: lisis (5 dias)

# combinacién

Combinaciéon

bacteriana

Compatibilidad

Placa

8 14 BSK - 17 BSK
9 9 BSP - 10 BSP
10 20 BSK - 21 BSK
11 17 BSK -22 BSK

Lisis
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12

8 BSP — 9 BSP

13

20 BSK -19 BSK

14

20 BSK -9 BSP

15

21 BSK-10BSP

Lisis

25




16 19 BSK - 14 BSK

17 2 BSP -4 BSP

3.2 Anadlisis de costo- beneficio

3.2.1 Anaélisis de costo

El presupuesto invertido incluye los materiales de la fase laboratorio para el proyecto se

muestra a continuacion:

Tabla 3.4.1 Presupuesto para el aislamiento de BSP y BSK

Cantidad Descripcion Valor

1 Medio NBRIP $200,00

1 Medio Aleksandrov $250,00

80 Placas Petri (5% cada una) $400,00

1 Cilindro volumétrico $20,00

1 Matraz Erlenmeyer 1000m| $10,50

1 Marcador permanente punta fina $1,00

1 Cinta transparente de embalaje $ 10,00
Total, gastos $891,50
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En la Tabla 3.4.1 se omiten los gastos para los equipos de trabajo necesarios para un
laboratorio, ya que estos instrumentos pertenecen a los gastos de la fase laboratorio.

Beneficios de la propuesta del proyecto

Los biofertilizantes a futuro remplazaran los fertilizantes sintéticos. Las consecuencias
irreversibles que se desencadenan en el suelo y que se transmiten a los cuerpos de agua
son problemas actuales que se estan enfrentando. En el 2020, la provincia de los Rios,
Ecuador, encabez6 el sector bananero y cacaotero. De otra perspectiva, esto también
sugiere que su suelo necesita ser tratado porque el ser humano no puede seguir
explotando los recursos de la Tierra sin reponer nada. El suelo posee recursos limitados.
Hoy en dia, mejorar la calidad del suelo mediante la fertilizacion orgénica es posible
(Espinosa et al., 2019).

El beneficio principal de esta investigacion seran las cepas aisladas y los resultados de
las pruebas de compatibilidad, las cuales podran ser la base para los efectos promotores
del crecimiento de plantas en condiciones controladas. Se podra ademas seguir con los
aislamientos de las bacterias ya que se seguird ampliando el levantamiento de
informacion, tanto para la identificacibn como para la compatibilidad. El valor econémico
no es significativo si se piensa que esta investigacion podra mejorar la calidad de vida
del suelo y recuperar la microbiota afectada por la explotacién de los monocultivos en

Ecuador.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El suelo es la fuente de los recursos que el ser humano sigue extrayendo sin reponer a

cambio nada. El planeta posee recursos limitados hay que protegerlo y remediar a los

impactos ambientales que esta causando el impacto antropogénico.

Conclusiones

En conclusién, el nimero de las bacterias aisladas BSP y BSK fueron 16, de un total de

11 muestras de suelo extraidas a 15 cm de profundidad en los monocultivos de banano

y cacao de tres provincias de Ecuador: Los Rios, El Guayas y El Oro.

Se puede concluir que, la capacidad solubilizadora de las bacterias aisladas es
distinta entre ellas y es importante la identificacion de las mas eficientes. Su
caracteristica de ser nativas permitiria la adaptabilidad en nuestros suelos con
una eficacia del 100%, ademas que seriamos independiente de compras

internacionales. En total se aislaron 18 bacterias de las cuales 9 BSP y 9 BSK.

El indice solubilizador se promedia para las BSP de 0.74 y para BSK de 0.71,
siendo para las primeras 0.625 el valor minimo y 0.81 el valor méas alto. Mientras
qgue para el valor minimo fue 0.55 y el mas alto 0.8. Fueron valores muy buenos
considerando que de 9 BSP aisladas 4 fueron mas eficientes que el promedio y
de 9 BSK aisladas 5. Las aisladas mostraron uniformidad ya que todas fueron

Gram negativas.

Ademas, se demostré que existe sinergia entre las bacterias aisladas, de las 18
combinaciones de pruebas de compatibilidad realizadas 7 mostraron sinergia 'y 7
lisis, mientras que 4 de ellas mostraron un cambio de color de medio rojo, donde

solo una de ellas mostro sinergia.
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Recomendaciones

Es recomendable, a futuro dirigir estudios de investigacion para medir los efectos
promotores del crecimiento de plantas en condiciones controladas (invernadero),

para encontrar el mix biolégico més eficiente.

La microbiota de nuestro pais es rica de diversidad bioldgica que aun no ha sido
explorada, las investigaciones que se recomiendan para expandir para este
proyecto se enfocan en no limitar el mix biotecnolégico a BSP y BSK, si no en

encontrar mejores combinaciones microbianas.
Ademas, se incentiva la formulacion de biofertilizantes como remplazo de los

fertilizantes sintéticos que tanto dafio estan causando al suelo. Hay que tener

presente que somos la ultima generacién que puede salvar el planeta.
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ANEXOS

Fig2. Aislamiento de BSK en medio Aleksandrov
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Fig5. Conservacion de 17 bacterias aisladas
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