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RESUMEN

Los microorganismos de la rizosfera son esenciales para la sostenibilidad de los ecosistemas,
ya que participan en el ciclado de nutrientes y la salud del suelo. Este estudio se centra en la
identificacion de microorganismos en la rizosfera del cultivo de cafa de azucar cultivada en
el centro de apoyo Rio Verde, provincia de Santa Elena; debido a que los microorganismos
rizosféricos desempefian un papel crucial en la nutricién de las plantas. Los objetivos del
estudio incluyen identificar, cuantificar y aislar microorganismos presentes en un
Saccharum officinarum. morfo-bioquimicas para el aislamiento y caracterizaciéon de las
muestras de suelo colectadas mostraron la presencia de 11 cepas con caracteristicas
rizobacterias, y de géneros de hongos como Aspergillus sp, Penicillium sp y Alternaria sp.
Esta evidencia de microorganismos del cultivo de cafia de aztcar, podrian tener potencial
para mejorar la salud del suelo y promover el crecimiento vegetal de practicas agricolas

sostenibles que optimicen el uso de microorganismos beneficiosos.

Palabra Clave: Anélisis fisico, quimico y microbiologico, género
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ABSTRACT

Rhizosphere microorganisms are essential for ecosystem sustainability, as they participate
in nutrient cycling and soil health. This study focuses on the identification of
microorganisms in the rhizosphere of sugarcane cultivation grown in the Rio Verde support
center, Santa Elena province; because rhizospheric microorganisms play a crucial role in
plant nutrition. The objectives of the study include identifying, quantifying and isolating
microorganisms present in a Saccharum officinarum. Morpho-biochemical analysis for the
isolation and characterization of the collected soil samples showed the presence of 11 strains
with rhizobacterial characteristics, and fungal genera such as Aspergillus sp, Penicillium sp
and Alternaria sp. This evidence of microorganisms from sugarcane cultivation could have
the potential to improve soil health and promote plant growth through sustainable

agricultural practices that optimize the use of beneficial microorganisms.

Keyword: Physical, chemical and microbiological analysis, gender.
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INTRODUCCION

La cana de azucar (Saccharum officinarum), dada a su adaptacion en diferentes
situaciones de versatilidad y ambientales juega un papel primordial en la economia de
diversos paises del mundo, su cultivo ostenta un valioso porcentaje en la produccion de
endulzante. El area total de produccion es de 19,3 millones de hectareas en lo que respecta
el planeta; donde el continente americano representa el 47,7 % de la produccion (Lagos y
Catro, 2019).

A partir del cultivo de cafa de azucar se consiguen productos finales como azucar,
fibras, panela, jugos, pulpa para papel, etanol, alcohol para fines industriales, antisépticos,
elaboracion de licores, residuos solidos granulados parar cocinas domésticas, fertilizantes
organicos, etc. A nivel mundial, la produccion anual es de 1.930 millones de toneladas (t)
con un 4rea de 26 millones de ha distribuidas en América 52%, Asia 41%, Africa 5% y
Oceania 1.8%, con un rendimiento promedio de 73 t/ha (Ramon, 2021). Donde Brasil ocupa
el primer lugar con 720 millones de (t) seguido por India y China, estos tres paises producen

dos tercios de la produccion mundial de la cafia de azlicar (Yara, 2022).

Por otra parte, el suelo es un medio complejo donde las comunidades microbianas
cumplen funciones importantes para el desarrollo de las plantas (Alvarez ef al., 2019). Una
de las comunidades microbianas con mayor estudio por sus efectos en los cultivos vegetales
son la rizobacterias promotoras de crecimiento en las plantas (PGPR) (Soto ef al., 2024).

Sin embargo, la produccién convencional implica el uso intensivo de agentes
agroquimicos cuyos efectos son perjudiciales sobre el medio ambiente. Los sistemas
alternativos, como la agricultura organica, se han presentado como una forma de produccion
respetuosa con el medio ambiente. Aun asi, los resultados de los diferentes sistemas de
cultivo sobre la microbiota asociada a la cafia de azucar, cuyo rol en la salud y crecimiento

del cultivo es crucial, y ain son poco explorados (Correa et al., 2022).

En este sentido, la provincia de Santa Elena cuenta con caracteristicas de suelo y
clima ideal para el cultivo de cafia de azucar. Sus condiciones agroecologicas, junto con un
manejo adecuado y la disponibilidad de riego, favorecen el desarrollo éptimo de esta planta,
convirtiéndola en una opcion atractiva para los agricultores. Ademads, es fundamental

considerar el papel de los microorganismos rizosféricos en el cultivo de cafa de azucar,



presencia confirma que estos organismos contribuyen a mejorar la salud del suelo,
incrementaria la disponibilidad de nutrientes y potenciar el rendimiento del cultivo, lo que a

su vez optimiza la produccion y sostenibilidad del cultivo en la region.

Problema Cientifico

(La presencia de microorganismo rizosféricos en el cultivo de la cafia de azlcar,
comuna Rio Verde se podrian detectar mediante técnicas microbiologicas y caracterizacion

de los aislados?

Justificacion

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion titulado: Microorganismos
rizosféricos en el cultivo de cana de azucar (saccharum officinarum 1.) Comuna de rio verde,
provincia de santa elena, el cual es de gran relevancia debido a que los microorganismos presentes
en la rizosfera desempenan un papel crucial en la nutricién y salud de las plantas, especialmente
en los cultivos agricolas. La rizosfera, como entorno que rodea las raices de las plantas, constituyen
un microecosistema clave donde influyen directamente la disponibilidad de nutrientes, los
estimuladores de crecimiento y la salud del suelo.

Este trabajo de investigacion pretende contribuir a mejorar el entendimiento de la
presencia de microorganismos rizosféricos, que generan beneficios en la estimulacion de
crecimiento en las plantas, los cuales contribuirian a mejorar la productividad agricola
evitando la aplicacion de insumos quimicos que afectan los ecosistemas. Al fomentar un
enfoque natural y sostenible en la agricultura, se busca no solo aumentar los rendimientos

de los cultivos, sino también preservar la biodiversidad y la salud del medio ambiente.

Objetivos

Objetivo General:
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¢ Evaluar la presencia de microorganismos rizosféricos en el cultivo de caia de aztcar

en la comuna Rio Verde, provincia de Santa Elena.



Objetivos Especificos:

1. Determinar los factores fisicoquimicos del suelo en el cultivo de caiia de azucar en la
comuna Rio Verde, donde se aislaron los microorganismos del suelo.
2. Aislar microorganismos rizosféricos mediante medios de cultivo especificos.

3. Identificar los microorganismos patdgenos presentes en el cultivo de cafia de azicar.

Hipaotesis
Se postula que en el cultivo de la cafia de azticar de la comuna Rio Verde presentan

microorganismos en su rizosfera.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Origen de la Cafia de Azucar

La cafia de azucar (Saccharum spp.) representa un cultivo de gran importancia en la
provision de alimentos e insumos para la industria sucroquimica y bioenergética. El valor
economico de este cultivo se basa en tres atributos: (1) es una especie altamente productiva;
(2) es muy eficiente en el uso de insumos y recursos productivos; y (3) puede ser procesada
de manera local y generar productos con valor agregado, tales como sacarosa, melaza, etanol
y energia, todos ellos de facil manejo, almacenamiento y transporte (Cadena, 2017).

La cafia de azlcar es una planta monocotiledonea que pertenece a la familia de las
poaceas, un pasto gigante emparentado con el sorgo y el maiz en cuyo tallo se forma y
acumula un jugo rico en sacarosa, compuesto que mediante su extraccion y cristalizacion se
forma el azucar, ademas representa una actividad productiva y posee varios subproductos,
entre ellos la produccion de energia eléctrica derivada de la combustion del bagazo, alcohol

de diferentes grados como carburante o farmacéutico (Loyo, 20118).

El origen de la cafia de azlicar es altamente debatido, aun asi, se reconoce de manera
general su procedencia de la Isla de Nueva Guinea y a Saccharum robustum como especie
inicial, la misma que existe desde el afio 6 mil A.C y a partir del afio 3 mil A.C se emplea
para la alimentacion humana; que posteriormente se extendio a Java, a Sumatra y después a
la India Occidental; aunque fueron los chinos los primeros en cultivarla. Actualmente se
cultiva en zonas como los trépicos y sub-tropicos, en diferentes condiciones edafoclimaticas;
pero se desarrolla mejor en los tropicos donde su caracteristico clima calido, sus condiciones
de humedad y su alta disposicion de luz solar, favorecen la produccion del cultivo (Pérez et

al., 2015).

La acumulacion de sacarosa en los tallos es la razén por la que se considera al cultivo
de cafia de azlicar como uno de los cultivos agroindustriales méas importantes en el mundo
siendo materia prima de diferentes compuestos, entre los que se encuentra el azlicar, panela,
miel, alcohol y biocombustibles como el etanol, adicionalmente en la extraccion se obtienen

subproductos como fibra, papel, fertilizantes organicos y piensos (Asocaiia, 2019).



El cultivo de cafia de azlcar representa una de las actividades agroindustriales de
mayor importancia econémica y social a nivel mundial. Actualmente se siembra en alrededor
de 110 paises, en aproximadamente 25 millones de ha a nivel mundial, y con una produccion
cercana a los 1.800 millones de toneladas de cafia. Su principal uso es la produccion de
azucar, siendo la cafa de azlcar la encargada de proveer cerca de dos tercios de la

produccion mundial (FAO, 2019).

1.2 La caiia de azucar en Ecuador

Segin la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria (ESPAC, 2021),
Ecuador es autosuficiente en la produccion de azucar, ya que las importaciones perjudican
negativamente al sector. Guayas lidera las provincias con mayor cultivo de cafia de azlcar,
con el 88%. Le siguen Imbabura-Carchi (6%), Loja (4%) y Cafiar (2%). En Ecuador, la
cosecha de cafa se realiza principalmente de junio a diciembre, con una colecta del 88% de
la produccion. Entre 2021 y lo que va del 2022, Ecuador cosechd 6.460.032 Toneladas de
cafa de azucar, obteniendo una produccioén de 11 millones de sacos de aztcar de 50 kilos
(524 millones toneladas métricas). Aquello representa un ingreso de USD 204 millones a

este sector productivo. En el pais hay 131 mil ha de plantaciones del producto.

Cabe recalcar que en Ecuador todo lo que tiene que ver con la cafa de azlcar se
origina en zonas que fluctuan entre 18 a 35 °C de temperatura. Pero en el caso de la provision
de agua es igual a la del cultivo de evapotranspiracion asi sea que los niveles de las lluvias
varien entre zonas. Posteriormente en Ecuador no existen varias zonas que se manifiesten a
las demandas de los cultivos de cafia que concierten suelos fructiferos, luminosidad,
topografias, lluvias y oscilacion buena de temperaturas, competentes de formar la base fisica
para obtener una gran produccion rentable con mucha escala para de esa manera poder

satisfacer la demanda internacional y nacional en lo que respecta la cafia de aztcar.

1.3 Clasificacion taxonomica

La cana de azucar le corresponde a la familia Poaceae del género Saccharum; de las

que poseen seis, domesticadas existen cuatro (S. edule, S. barberi, S. sinensi y S. officinarum)

y silvestres dos (S. spontenaum y S. robustum). Carlos Linneo el naturista y cientifico sueco,



es quien denominé a la cafna de azlcar con el alias de Saccharum officinarum en lo que
corresponde a la taxonomia moderna (Cassalett et al., 2020)

Figura 1. Taxonomia de la Cafia de Azlcar.

Divisiéon Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae

Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideae
Tribu Andropogoneae
Género Saccharum
Especie S. officinarum L.

Fuente: (CONADESUCA, 2020).

1.4 Descripcion botanica

El cultivo de cafia de aztcar en su ciclo de plantilla tiene un desarrollo vegetativo de
duracion variable, dado a que depende de la variedad y de la influencia del clima. De la
siembra a la cosecha el cultivo puede durar desde catorce y hasta diecisiete meses. En este
periodo la cafia de azucar pasa por cuatro etapas: germinacion y/o emergencia,
amacollamiento o ahijamiento, rapido crecimiento y maduracion. En tanto, el desarrollo de
las socas (segundo corte de la cafia) tiene una duraciéon de 11 a 13 meses y se distinguen tres

etapas: brotacion y amacollamiento, rapido crecimiento y maduracion (FIRA, 2018).

1.4.1 Sistema radicular

Esta compuesto por un robusto rizoma, es la parte subterranea de la planta, provee
anclaje a través de la misma planta impregna agua del suelo y sales minerales. Tiene dos
tipos de raices: raices permanentes; germinan de los brotes nuevos, se encuentran con mayor,
crecimiento acelerado, porcentaje, volumen y su acrecentamiento va con el crecimiento de
la planta, raices primordiales; son de la cafia de la siembra inicial, su periodo de vida no
supera los tres meses, son ramificadas y delgadas. Cantidad, edad y longitud de las raices
permanentes dependen de los cultivares, por cierto, tienen caracteristicas ambientales como

humedad que influyen en su desarrollo de la clase de suelo (Cassalett et al., 2020).



1.4.2 Tallo

Es el 6rgano mas importante de la planta, ya que es donde se almacenan los aztcares
y de donde se extrae el jugo de cana. La cafia de azicar forma cepas originadas por
acumulacion de tallos, que se forman de los brotes de los esquejes de siembra y de las yemas
de los nuevos brotes bajo el suelo. La cantidad, el grosor del tallo, el color y el tipo de
crecimiento del tallo van de acuerdo con la variedad. El largo de los tallos se relaciona en
gran parte de las condiciones agroclimaticas de la zona donde se desarrolla y del manejo que
se le dé al cultivo. El tallo se denomina primario, secundario o terciario dependiendo de

donde se origine (Enciclopedia de Biologia, 2022).

1.4.3 Nudo

Es la parte dura y fibrosa del tallo, separa los entrenudos y se encuentra formado por
el aro de crecimiento, la cinta de raices, la marca foliar, el nudo, la yema y el circulo ceroso.
El anillo de crecimiento posee un color mas claro, a partir de este se origina el entrenudo.
La cinta de raices es un sector pequefio que resalta del nudo en donde se generan las raices
primordiales. La marca foliar o de la vaina, rodea al nudo después que la hoja se desprende.
La yema es la parte de mayor importancia da origen a los nuevos tallos, la forma de la yema
y su pubescencia son diferentes en las variedades y ambos caracteres se utilizan para el

reconocimiento de estas (Cassalett et al., 2020).

1.4.4 Entrenudo

Es la parte del tallo ubicada entre dos nudos, esta formado por aro ceroso, estrias,
rajadura de corteza y canal de yema. De manera mas frecuente de los 21 se suelen encontrar,
cilindrico, abarrilado, constrefiido, cuneiforme, obconeiforme y curvado (Enciclopedia de

Biologia, 2022).
1.4.5 Hojas

Estas salen a partir de los nudos y se ubican alternamente a lo largo del tallo, cada
hoja estd formada por la ldmina foliar, que es la estructura mas importante en el proceso
fotosintético, también por la vaina o yagua de forma tubular, es la parte que envuelve al tallo,

la unidn entre estas dos se llama ligula. La forma, el color de la ligula, forma de la auricula,



son particularidades importantes en la distincion de los cultivares de la cafia de azucar

(Cassalett et al., 2020).

1.4.6 Flor

La inflorescencia es una panicula sedosa en forma de espiga, formada por el eje
principal con articulaciones donde se insertan las espiguillas, una frente a la otra, estas
abarcan una flor hermafrodita con tres anteras y un ovario con dos estigmas. Cada flor esta
circundada de pubescencias largas. En cada ovario hay un ovulo el cual una vez fertilizado,
da origen al fruto o cariopside, esta semilla o fruto es de forma ovalada de 0,5 mm de ancho

y 1,5 mm de largo aproximadamente (Cassalett et al., 2020).

1.5 Variedades

La seleccion de variedades para establecer el cultivo es critica y tiene un impacto
importante en el desarrollo y rendimiento de los cultivos. La eleccion debe basarse en la
experiencia local con el cultivo y pruebas realizadas de los materiales en las condiciones
requeridas. El productor debe considerar el potencial de produccion de azicar, la facultad de
rebrote, tolerancia o resistencia a plagas y enfermedades, la adaptabilidad al suelo y
ubicacion, y duracion del ciclo de crecimiento. La mayoria de los cultivares tienen un CSS
optimo en una temporada en particular y generalmente se clasifican como tempranas,

medianas o tardias (Yara, 2022).

Tabla 1. Variedades de Cafia de Azacar en Ecuador.

PROVINCIA VARIEDADES
Calena, POJ
Negra, Loca,
Carchi
Cenizosa,
Morada
Puerto Rico, POJ
Imbabura
negra
Cubana blanca
ElOro
Cubana negra
Guayas - LosRios/  ECU-01, ECU-02,
Manabi ECU-03, ECU-04,




ECU-05, ECU-06,

Ragnar

Fuente: (CINCAE, 2022).

1.6 Requerimientos climaticos

1.6.1 Temperatura

Germinacion y desarrollo radicular: La temperatura dptima para esta etapa va de
26 a 33°C, si la temperatura es menor debajo de 20°C la germinacidn y el desarrollo radicular
son lentos; El crecimiento: La cafia de azticar paraliza su crecimiento cuando la temperatura
cae debajo de 15°C o sube arriba de 38°C, siendo la temperatura optima de 3° a 34°C;
Maduracion: Durante este periodo, las temperaturas relativas bajas resultan en aumento de
produccion y almacenamiento de sacarosa, mientras en crecimiento es reducido (Duarte y

Gonzélez, 2019).

1.6.2 Humedad relativa

Para un buen desarrollo vegetativo se requiere de una humedad relativa alta. Con una

humedad relativa baja y riegos ineficientes la planta tiende a madurar (Infoagro, 2015).

1.6.3 Radiacion solar

La cafia de azucar se beneficia de la presencia del sol, el macollamiento es
influenciado por la intensidad y a duracion de la radiacion solar, en dias nublados o cortos
el macollamiento se ve afectado. El desarrollo del tallo aumenta cuando la luz del dia se

mantiene entre 10 y 14 horas (Duarte y Gonzélez, 2019).

1.6.4 Riegos

Los requerimientos hidricos del cultivo son de 1200-1500 mm anuales repartidos
adecuadamente durante la duracion del periodo vegetativo los cuales se deben reducir un
mes antes de la cosecha para estimular la produccion y almacenamiento de carbohidratos

(Infoagro, 2015).



1.7 Requerimientos nutricionales

Las necesidades de nutrientes van a variar dependiendo del rendimiento esperado y
del ciclo del cultivo. Las cafas planta en general absorben mds nutrientes que los ciclos de
cultivo sucesivos. Sin embargo, la cafia planta se beneficia mas de la mineralizacion de N y
por lo tanto para alcanzar el mismo rendimiento, la demanda de fertilizante N es mayor para
un cultivo sucesivo que para una cafia planta. Hay diferencias significativas en la utilizacién
de nutrientes de una variedad a otra, en particular con respecto a la absorcion de N, y es
importante tener en cuenta las diferencias locales. Los estudios efectuados han demostrado
que los principales requisitos de nutrientes de la cafia de azlcar son nitrégeno, fosforo,
magnesio, silicio y azufre. Las cantidades exactas de estos nutrientes dependen del suelo.

Otros factores afectaran la cantidad exacta de nutrientes absorbidos (Yara, 2022).

1.8 Suelo en el cultivo de la cafia de azucar

Prefiere los suelos ligeros para alcanzar sus mejores rendimientos, pero si es cierto
que no es un cultivo muy exigente en cuanto a suelo. Unicamente presenta problemas en

suelos acidos y en calizos puede aparecer clorosis.

En definitiva, las mejores condiciones edafoclimaticas para obtener una mayor
cantidad de aztcar son: Clima seco, poca humedad, bastante luz solar, noches frescas,
precipitaciones o aportaciones hidricas reducidas durante la maduracion, amplitud térmica
durante el dia y suelo de naturaleza ligera. Las propiedades de suelo favorables para el
cultivo de cafa de azlcar son:

¢ Textura. Suelos con proporciones adecuadas de los tres componentes, suelo franco-
arenoso-arcilloso.
¢ Estructura. Rugosa que pueda facilitar labores culturales y de buena capacidad para
almacenar agua y un adecuado grado de infiltracion.
¢ Composicion mineral. La cantidad de los cuatro macrominerales, calcio, nitrogeno,
fosforo, potasio, mas un adecuado porcentaje de materia organica como humus.
¢ Acidez o alcalinidad. La cafia de aztcar admite valores de pH entre 5,5, a 8. Las

condiciones idoneas de suelo para el cultivo son suelos con buena profundidad que

alcancen de 0,80 a 0,90 metros y buen drenaje natural (Duarte y Gonzalez, 2019).
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1.9 Microorganismo del suelo

1.9.1

1.9.2

Plagas.

Taladro en la cafia de azicar. Son larvas de colores amarillo con manchas marrones
que se transforman en mariposas al interior de la cafia y después hacia afuera a través
de agujeros hecho por ellos, es de dificil control.

Pulgones. Ademas de los dafios causados en la cafia de azlicar son vectores que
transmiten enfermedades. Los controles mas adecuados son la limpieza en
cafaverales, viveros y usos de spray de extracto de humo o insecticidas.

Salivazo de la raiz. Es una plaga que puede ocasionar las pérdidas de las raices de
las cafias, libera un liquido blanquecino esponjoso caracteristico. Se debe cortar las
cafias que ya no sirven para la industria.

Termitas. Estas causan suficiente dafio a los cafaverales y se deben combatir con

insecticidas colocados en las zanjas de la siembra.

Enfermedades.

Mosaico. Las hojas de cafa de azucar se tornan de color verde claro con manchas y
los pulgones son los mayores transmisores al ser vector de la enfermedad.

Carbon. Es causada por un hongo, no deja que la planta crezca bien y causa la
aparicion de hojas finas como un latigo.

Escaldaduras. Enfermedad causada por una bacteria, los tallos se vuelven con las
yemas blanquecinas y un hilo blanco en el centro de las hojas. En plantas a
desarrolladas afecta los brotes en las puntas de produccion.

Raya moteada. Es una enfermedad causada por Pseudomonas rubrisubalbicans.
Los principales sintomas de la enfermedad se expresan con la aparicion de rayas
paralelas a las nervaduras de las hojas de 0,2 a 0,4 cm de ancho por 5 a 100 cm de
largo.

Raya roja. Enfermedad causada por Pseudomonas rubrilineans, que tiene una
amplia distribucion mundial. Se presenta como un rayado en el follaje o como una

pudricion del cogollo (Cassalett et al., 2020).
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1.10 Estudios sobre rizobacterias en el cultivo de Cana de azucar

Las bacterias asociativas estimulan el crecimiento en gramineas por medio de
mecanismos (sintesis de sustancias reguladoras del crecimiento vegetal, fijacion de
nitrogeno, produccion de sideroforo, solubilizacion de nutrimentos y control de
fitopatogenos del suelo. Entre los organismos mds estudiados tenemos Azospirillum,
Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus (Loredo et al., 2004).

Morgado et al. (2015), menciona que las RPCV (Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal) son una alternativa para el buen desarrollo del cultivo de cafia de
azucar, incrementando la altura, diametro de tallo, area foliar, peso de materia seca y raiz.

Borbor (2014), la importancia sobre el uso de rizobacterias en la agricultura, debido
a que genera bajos costos de produccion en fertilizantes, resaltando que el buen rendimiento
y una Optima recuperacion del suelo es producida cuando existe una interaccidon en el

fertilizante y bioinoculante.

1.11 Muestreos de suelos

La muestra se define como una forma representativa que permite caracterizar el suelo
en estudios, las muestras que se envian al laboratorio constituye muestras elegidas para que
sean analizadas con objetivos establecidos. El muestreo de suelo es entendido como la
actividad de colecta en un tiempo y en un lugar particular de una cantidad de suelo para fines
de andlisis de laboratorio, es realizado en campo para fines predefinidos. En general, la
muestra de suelo representa las condiciones puntuales del suelo, en el tiempo que fue

colectado (FAQ, 2018).

1.12 Tipos de muestreos del suelo

1.12.1 Muestreo simple

Es una muestra que se obtiene por una sola extraccion del suelo, por lo general son
utilizados en programas de investigacion, extension y suelos homogéneos. Se recomienda

tomar una muestra de 1 kg por hectarea suelo.
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1.12.2 Muestreo compuesto

Hace referencia a la muestra de suelos que se consiguen de diversas extracciones o
muestras simples, unidas en un recipiente codificado por profundidad, inmediatamente se
mezclan y se extrae 1 kg de suelo. Este el muestreo mas utilizado con fines de fertilizacion

se recomienda entre seis y doce submuestras por unidad de muestreo.

1.13 Profundidad de muestreos de suelos

La profundidad de suelo adecuada esta dada por el tipo de cultivo, por lo que se
recomiendan las siguientes profundidades.
Pastos de pastoreo — 0 a 10 cm.
Cultivos comerciales y pastos de corte — 0 a 25 cm.

Para frutales y especies forestales — 0 a 25y 25 a 50 cm.

1.14 Esquema del muestreo del suelo

Los recorridos de campo con fines de muestreo de fertilidad de suelo pueden ser:
aleatorio simple, aleatorio estratificado, en cuadricula, en X y en zigzag, siendo estos ultimos

los mas utilizados.

1.14.1 Recorrido en X

Consiste en recolectar las muestras en forma de X, en cada lote de la finca. Se deben
colocar de extremo (esquina) de un lote donde se realizard la muestra hasta los otros

extremos opuestos como se muestra en la (Figura 2).

C

Figura 2. Recorrido X.
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1.14.2 Recorrido en zigzag

Una vez seleccionado el lote, otra forma de recolectar las submuestras en el campo
es en zigzag; consiste en lineas cruzadas caminando unos 25 a 30 pasos desde cada punto
seleccionado de muestreo. Esto se hace para cada lote definido en la finca. Se recolectan las
submuestras posteriormente se mezclan para obtener cada muestra, de manera que sea
representativa. Es un procedimiento aplicado en tierras muy homogéneas y planas; tipicas
en cultivos anuales, pastos y semi perenes. Ejemplo del recorrido en zigzag se muestra en la

Figura 3.

Figura 3. Recorrido en zigzag.

1.15 Rizosbacterias aisladas del cultivo cana de azuacar.

Los microorganismos aislados en la rizosfera de la cafia de azlcar (Saccharum
officinarum) incluyen Ochrobactrum anthropi (cepas N208 y IMP311) y Pseudomonas
luteola (cepa IMPCA244). Segin Morgado et al., (2015), los valores mas altos de
solubilizacion de fosfatos fueron obtenidos con Stenotrophomonas maltophilia. Ademas, las
especies P. luteola, P. fluorescens, y O. anthropi también mostraron capacidades
significativas en este aspecto. Las cepas especificas que se identificaron como efectivas para
promover el crecimiento incluyen P. luteola IMPCA244, O. anthropi IMP311, Aeromonas
salmonicida N264, Burkholderia cepacia N172, P. fluorescens N50, y S. maltophilia 79
(Mendes et al., 2020). Estas bacterias son consideradas como alternativas viables para

mejorar el rendimiento de los cultivos al reducir la dependencia de fertilizantes quimicos.
1.15.1 Tipos Efectivos de PGPR
1.15.1.1 Pseudomonas fluorescens

Esta bacteria es conocida por su capacidad para producir metabolitos que promueven el

crecimiento y actuan como biocontroladores. Se ha demostrado que mejora el crecimiento y
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el rendimiento de la cafa de azucar al aumentar la disponibilidad de nutrientes en el suelo
(Paungfoo, et al., 2020).
1.15.1.2 Bacillus spp.

Especies como Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis son reconocidas por su
habilidad para solubilizar fosfatos y fijar nitrogeno, lo que resulta en un aumento
significativo en el crecimiento de las plantas y su resistencia a enfermedades (Morgado et

al., 2015).

1.15.1.3 Azospirillum spp.

Estas bacterias son capaces de fijar nitrégeno atmosférico y se asocian con las raices
de las plantas, mejorando la absorcion de nutrientes y promoviendo el crecimiento radicular

(Morgado et al., 2015)

1.15.1.4 Burkholderia cepacia

Esta especie ha mostrado resultados positivos en términos de aumento del
rendimiento y mejora en la salud del suelo, gracias a su capacidad para solubilizar nutrientes

y promover interacciones beneficiosas con las raices (Michavila et al., 2022)

1.15.1.5 Stenotrophomonas maltophilia

Conocida por su eficiencia en la solubilizacion de fosfatos, esta bacteria ha demostrado ser
efectiva para aumentar tanto el peso como el rendimiento de azucar en cafia de azucar

(Morgado et al., 2015)
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracterizacion del area

La colecta de muestras de suelo para realizar la presente investigacion se realizé en
el Centro de Apoyo Rio Verde -UPSE, ubicada en la via Guayaquil, a 27 km del canton
Santa Elena, cuyas coordenadas geograficas son latitud Sur 2°15 45, longitud Oeste 80° 40
17 y con una altitud de 25msnm. El procesamiento de las muestras se realiz6 en los
laboratoios del Centro de Investigaciones Biotecnologicas (CEB-UPSE), ubicado en la

Facultad de Ciencias Agrarias, canton La Libertad provincia de Santa Elena, via principal

Guayaquil-La Libertad, a 27 km del canton Santa Elena, sus coordenadas geograficas son:

latitud Sur 2°14°6”, longitud Oeste 80°54°9”

Figura 4. Imagen del muestreo de suelo realizado.

2.2 Condiciones climaticas.

Segun Ortega (2018) en esta zona influyen los siguientes parametros meteorologicos:
e Temperatura: 16-31 °C
e Humedad Relativa: 75%
e Precipitacion: Invierno 110 mm/mes y verano 0,2 mm/mes

e Luminosidad: 12-13 horas luz/dia
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2.2.1 Caracteristicas del suelo.

El suelo que predomina es la clase textural franco-arcillo-arenosa, tiene gran
contribucion a la retencion de la humedad y de los nutrientes, sin embargo, existen bajos
contenidos de materia orgénica, fosforo y potasio; posee un drenaje que va desde bueno hasta
moderado tanto en la parte superficial como en la parte interna, no existe gran presencia de
piedras ni de rocosidad (Espinosa, 2019).

2.3 Material biologico y condiciones experimentales

El trabajo se realiz6 en dos fases, una de campo donde las muestras de suelo del
cultivo de cafia de aztcar (rizosférico) fueron colectadas en el area agricola del Centro de

Apoyo Rio Verde, seguida de la fase de proceso en laboratorio en el CEB-UPSE.

2.3.1 Procesamiento analitico de datos.

Para el andlisis fisico y quimico, las muestras obtenidas de los suelos de la rizosfera
del cultivo de cafia de azlcar en la comuna Rio Verde. las cuales fueron enviadas como
servicio de analisis al laboratorio del INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias), como se detalla en la Tabla 2.

Los datos obtenidos de los conteos de los microorganismos aislados se expresaron
en UFC/g suelo seco para su comparacion por cada muestra y tipo de microorganismos que
se encontraron en los suelos procesados. Con estos datos se elaboraron tablas y graficos
empleando Microsoft Excel.

Tabla 2. Descripcion del procesamiento analitico de datos.

ANALISIS VARIABLE METODOS
FISICO Clases textural
, Fertilidad — basico: pH, S, Laboratorio (INIAP)
QUIMICO
P, K, Cay Mg
Aislamiento, conteo e
Medio de cultivo LMA
i identificacion de bacterias
MICROBIOLOGICO i )
Aislamiento, conteo e
Medio de cultivo PDA

identificacion de hongos
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2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Material de campo para recolecta de muestras

Los materiales que se utilizaron para la respectiva investigacion de campo fueron las

siguientes:

* Fundas Ziploc

= Pala de jardineria

* Pala excavadora doble

*  Machete

e Marcador para CD

* Cinta métrica

e Camara fotografica

2.4.2 Material de laboratorio

Para realizar el andlisis microbiologico del suelo se utilizaron los siguientes

implementos:
* Guantes
e  Mandil

e Mascarilla

e Muestra de suelo
e (ajas Petri

e Agua destilada

e Alcohol

* Libreta de apuntes

= Papel aluminio

* Espatula
e Matraz
* Pipeta

= Porta objetos
e Cubre objetos
e Mechero

e Tubos de ensayo
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Gradillas de tubos de ensayo
Vaso beaker
Cinta Parafilm

Asa de platino

Equipos de laboratorio

Refrigerador

Contador de colonias
Autoclave

Incubadora

Microscopio

Cémara de flujo laminar
Balanza

Plancha agitadora-calentadora

Insumos y reactivos

Potato Dextrose Agar
Extracto de levadura
Mannitol

Bacto Agar

NaCl

Agua destilada
K,HPO*

MgSOq4

H>O2

Reactivos para tincién de Gram
Azul de lactofenol

Rojo Congo

2.5 Tipo de investigacion
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Esta propuesta de investigacion es experimental descriptiva porque se colectaron
datos en un momento temporal, dado que busco aislar e identificar los microorganismos
presentes en la rizosfera en el Centro de Apoyo Rio Verde. La recoleccion de muestras de
suelo en cultivo permite establecer un perfil microbioldgico sin manipular las variables del

entorno natural (Soto-Valenzuela, 2021)

2.6 Diseiio de investigacion

2.6.1 Diseio experimental

Este estudio en campo y laboratorio incluyd un muestreo de suelo aleatorio para
garantizar que las muestras sean representativas de la rizosfera del cultivo de la cafa de
azucar. En el laboratorio se emplearon técnicas microbiologicas, como el aislamiento de
bacterias y hongos en medios de cultivos selectivos, empleando diluciones seriadas para su
identificacion y su posterior caracterizacion, donde se consider6 a cada placa Petri como una
unidad experimental con tres repeticiones; por lo tanto, este trabajo no tiene disefo

experimental.

2.7 Manejo del experimento

2.7.1 Fase de campo

2.7.1.1 Muestreo de suelo
Se realizaron muestreos de suelo aleatorios en el cultivo cafia de azucar en el Centro
de Apoyo Rio Verde, para el aislamiento de los microorganismos presentes, se recorrid el

area destinada al cultivo de cafia de azacar, donde se colectaron las muestras de suelo.

2.7.1.2 Muestreo de suelo rizosférico

Se tomaron muestras alrededor del suelo de tres plantas seleccionadas al azar del
cultivo de cafia de azucar. Para ello, se utilizo una pala y se extrajo el suelo a una profundidad
de 20 cm. En cada parcela de cultivo de cafia de azticar seleccionada, se recolectaron cuatro
submuestras de suelo, las cuales luego se combinaron para formar una muestra compuesta

de 1 kg, tal como se detalla en la Tabla 3. Las muestras fueron colocadas en bolsas Ziploc,
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etiquetadas y transportadas al laboratorio de Ciencias Quimicas y Microbioldgicas del CEB-

UPSE.

Tabla 3. Muestras y submuestras de suelo colectadas en los cultivos de Caiia de Azucar

del Centro de Apoyo Rio Verde-UPSE.

CULTIVO MUESTRAS SUBMUESTRAS DESCRIPCION
M1 4 1 kg de suelo seco
M2 4 para analisis
. microbiologico
CANA DE
AZUCAR

M3 4 1 kg de suelo para

analisis fisico-

quimico

2.7.1.3 Fase de laboratorio

El proceso de andlisis microbiologico del suelo comenzd con la preparacion
adecuada de los materiales, reactivos y equipos necesarios. Se emplearon medios de cultivo
especificos para aislar posibles bacterias del tipo PGPR (Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria) y hongos presentes en las muestras de suelo. Para ello, se sembraron las
muestras en placas Petri con los medios LMA (Extracto de levadura manitol agar) y PDA

(Potato dextrosa agar), para aislar rizobacterias y hongos.

2.7.2 Almacenamiento y conservacion de las muestras

(Perero, 2024), las muestras de suelo se dejan secar al aire durante aproximadamente
24 horas para detener los procesos biologicos. Luego, para su almacenamiento, se utilizaron
condiciones de refrigeracion a 4°C, lo que permitié conservar las muestras hasta el momento

de su posterior aislamiento y cuantificacién de microorganismos.
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2.7.3 Esterilizacion de materiales

Los materiales y medios de cultivo utilizados para aislar los microorganismos se
colocaron en la autoclave, a una temperatura de 121°C por 45 minutos con la finalidad de

trabajar con implementos que estén libres de contaminacion.

2.7.4 Preparacion de muestras para aislar microorganismos

Acorde a Zuiiiga (2012), para la preparacion de muestras de suelo, se pesaron 10 gr
de suelo por cada kg de muestra, después se colocaron en un matraz en 90 mL de solucion
salina (SS) al 0,85% (muestra madre 10™"), se repitio el proceso con las demas muestras de
los sitios colectadas. Luego, se realizaron diluciones seriadas en tubos de ensayo 102, 1073,
104y 10 y finalmente se sembraron en los medios dispensados en cajas Petri, repitiendo el

proceso hasta la dilucion 10~ como se observa en la Figura 5.

Muestra

09 L"‘\ it Tl 1l

90 m. | |
55 085% / \
/ oml mL 9mi Iml
$S085% 85085% 58 085% SS085%
\
10" 107 10° 10*

10*
Figura 5. Procedimiento de la preparacion de diluciones para el recuento de

microorganismos.

2.7.5 Procedimiento de preparacion de medio de cultivo

2.7.5.1 Preparacion medio de cultivo (PDA)

Panchana (2009) manifiesta que, el PDA es un medio adecuado para realizar el
conteo e identificar los hongos presentes en las muestras. Inicialmente se prepard 1000 mL
en dos matraces de 500 mL, a los que se agreg6 19,5 g de PDA y se diluy6 en 500 mL de

agua destilada. Luego, se le agreg6 claritromicina con el fin de evitar la proliferacion de
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bacterias (Zufiiga, 2012). Después, se coloco en un plato calefactor para homogenizar los

medios y finalmente se esterilizaron en autoclave.

2.7.5.2 Preparacién medio de cultivo LMA

Se utilizd el medio de cultivo extracto de levadura manitol agar (LMA) para el
aislamiento de bacterias rizosféricas, se prepardé 1000 mL en dos matraces. Se pesaran 5 g
de manitol, 0.25 g extracto de levadura, 0.25 g de K2PO4, 0.10 NaCl, 7.5 g de agar y 0.05
MgSO04, los insumos se disolvieron en 500 mL de agua destilada. Luego, se homogenizé y

esterilizo.

2.7.6 Siembra de microorganismo en cajas Petri

Se dispensaron aproximadamente 12 mL del medio de cultivo en cada caja Petri
rotulandolos de manera adecuada por muestra. Se sembraron 100 microlitros de las
diluciones 102, 103y 10 de cada muestra en la respectiva caja Petri, con tres repeticiones,
distribuyendo homogéneamente en el medio de cultivo, utilizando la técnica de siembra en
estrias con asa de siembra (Gomez, 2024). Este procedimiento se repitio para las bacterias y

los hongos, como se detalla en la tabla 4

Tabla 4. Esquema de diluciones y repeticiones.

CULTIVO MUESTRAS DILUCIONES REPETICIONES
M1 1072
Ml M1 1073
M1 10+
M2 102
M2 M2 1073 3
M2 10+
M3 1072
M3 M3 1073
M3 10+

CANA DE
AZUCAR

2.8 Incubacion para el crecimiento de microhongos y bacterias
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Las diluciones inoculadas en las placas Petri se incubaron a una temperatura de 28
°C, esta temperatura favorece el crecimiento de los microorganismos. El proceso de
incubacion se mantuvo durante un periodo de cinco a siete dias, con el fin de observar y

evaluar la proliferacion de las colonias, para luego realizar el conteo.

2.9 Pruebas para la identificacion morfologica de microhongos y bacterias

2.9.1.1 Azul de lactofenol

Las muestras obtenidas del cultivo de microhongos se colocaron en un portaobjeto
con el asa de siembra esterilizada con un mechero, se coloc6 una gota de azul de lactofenol
para la tincion, luego se montod un cubreobjeto en la platina del microscopio y se observo

con los objetivos 4, 10, 40 y 100X (Cepero et al., 2012).
2.9.1.2 Tincion de Gram

Se realizo el frotis de cada colonia bacteriana aislada para luego fijarla con la flama
y cubrir con cristal violeta durante 1 minuto, se lavo ligeramente con agua destilada para
cubrir con Lugol durante 1 minuto; a continuacion se decolor6 con alcohol por 30 segundos
volviendo a lavar con agua destilada cubriendo con safranina durante 1 minuto, para
finalmente secar la muestra y observar al microscopio, es muy conocido que la mayoria de

las bacterias tipo PGPR son Gram positivas (Quinzo, 2022).
2.9.1.3 Catalasa

El mismo autor describe que, se realiza el frotis de una colonia aislada sobre un
portaobjetos, adicionando entre una o dos gotas de perdxido de hidrogeno, para lograr

observar la presencia o ausencia de efervescencia que confirma la existencia de esta enzima.
2.10 Parametros a evaluar
2.10.1 Cuantificacion de microorganismos expresados UFC/g suelo seco

Se evalu6 el crecimiento de los microorganismos en los medios de cultivos
especificos, empleando el contador de colonias para lograr cuantificarlas y expresarlas como

UFC/g suelo seco por cada caja Petri (Zuiiiga, 2012).

2.10.2 Morfologia de microorganismos

2.10.2.1 Tincion de Gram
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Se evaluaron las tinciones en placas portaobjetos de las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, las muestras fueron llevadas al microscopio y observadas con los lentes
oculares de 40X y 100X; cuantificadas mediante porcentaje por cada area de observacion

(Montero, 2017).
2.10.2.2 Catalasa

Se observo la presencia de efervescencia de la enzima catalasa de cada bacteria
aislada. Si la reaccion de esta prueba es positiva se evalué en base a la cantidad de

efervescencia producida (MP: Muy Poco, P: Poco, AB: Abundante).

2.10.2.3 Uso de claves taxonomicas y tecnologia IA

Se emplearon las claves taxonomicas para identificar las cepas de microhongos
aisladas en las cajas Petri y muestras de hifas y micelios observadas al microscopio (Finch
y Finch, 1974). Se obtuvieron imagenes de la identificaciéon de cada hongo aislado y
purificado, que luego se cargaron en el programa de inteligencia artificial (Al) ChatGTP

(https://chatgpt.com/auth/login ), con instrucciones de andlisis y descripcion de imagenes.

2.11 Analisis de los resultados

Los resultados de los conteos de las colonias obtenidas (microhongos y bacterias) se
procesaron en una hoja de calculo de Excel (Microsoft) para calcular los promedios de las
unidades formadoras de colonias (UFC/g suelo seco), con esta informacion se elaboraron

tablas y graficos (Gomez, 2024).
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Muestreo de suelo

En la Figura 6, se evidencia el muestreo de suelo en un area de 5.000 m?
correspondiente al cultivo de cafia de azucar en el centro de apoyo de Rio Verde-UPSE,
provincia de Santa Elena, colectado Se evaluaron algunas caracteristicas fisico-quimicas del
suelo y el analisis microbioldgico de la rizosfera. Lo cual proporciond un aporte adicional

para mejorar el entendimiento de su rol en el cultivo de S. officinarum.

Figura 6. Colecta de muestras de suelo en el cultivo de la cafia de azucar, Centro de

Apoyo Rio Verde UPSE).

3.2 Analisis de suelo

El andlisis de suelo present6 una textura franco-arcillosa, lo que indica una adecuada
retencion de humedad y nutrientes, favoreciendo el desarrollo radicular de la cafia de aztcar.
La muestra 1se observa en la Tabla S, presenté un nivel de pH parciamente neutro (6.6),
niveles altos para los elementos potasio 0.73 cmol kg™!, calcio 17.01 cmol kg! y magnesio

6.26 cmol kg'; pero con bajo nivel de fosforo (P).

Segun (Armida, et al., 2020), el cultivo de cafia de azucar con dos manejos (riego y
temporal), presentaron un pH 5.8 y 6.6, respectivamente; el suelo con textura arcillosa; en
materia organica (MO) presentd mayor porcentaje el manejado con riego (6.67%). El mismo

manejo presentd contenido de nitrogeno total de 0.13 % y en el cultivo temporal 0.14 %; el
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K, en condiciones de riego presenté 0.26 cmol kg-1 y el de temporal 0.37 cmol kg-1;
mientras que, en las concentraciones de calcio obtuvo 14.71 cmol kg™ en el cultivo de
temporal, en comparacion con el cultivo de riego con 6.74 cmol kg™!. Los resultados de calcio

se asemejan a los obtenidos en este trabajo 17.01 cml kg', al igual que en potasio 0,73 cmol

kg

Los valores obtenidos en los analisis de suelo en la muestra enviada al laboratorio

del INIAP se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores del analisis de suelo obtenidos en el area del cultivo de cafia de aztGcar

INIAP 2024.
Caracteristicas de suelo MI
Textura Franco Arcilloso

Nivel pH 6.6 PN
K (ug/ml) 286 A
Ca (ug/ml) 3401 A
Mg (ug/ml) 761 A

P (ug/ml) 8B

A = Alto, B= Bajo, M= Medio, PN= Prac. neutro.

3.3 Recuento de hongos del suelo en los cultivos de Caiia de Azucar.
Los hongos de las muestras procesadas del suelo de la cafia de azicar en cultivo se
aislaron en medio PDA (Potato Dextrosa Agar), expresados en UFC/g suelo seco. En la

Figura 7, se presentan los promedios obtenidos. La muestra 3 obtuvo 3 UFC/g suelo seco,

seguido de la muestra 1, con 2 UFC/g suelo seco y la muestra 2 con 1 UFC/g suelo seco.
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Microhongos rizosféricos aislados en el cultivo
de cafa de azucar
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Figura 7. Conteo de hongos rizosféricos UFC/g suelo seco, por muestra aislados de la

rizosfera de cultivo de caiia de azucar en en Centro de Apoyo Rio Verde-UPSE.

Segin Armida et al. (2020), en su estudio obtuvo mayor niumero de hongo 1.21 x
10'2 UFC/g de suelo, pero con diluciones diferentes. Estos resultados podrian atribuirse a
condiciones ambientales o caracteristicas del suelo que favorecen la presencia de

microorganismos de tipo fungico.

3.4 Recuento de bacterias de suelo en el cultivo de cafia de azucar.

Las bacterias en el cultivo de cafia de azucar aisladas a partir de la rizosfera del suelo
del cultivo de cana de azlicar se muestran en la Figura 8, donde la M1 present6 el mayor
conteo, con 210.4 UFC/g, seguido de M2 con 170.7 UFC/g y M3 con 120.3 UFC/g.

En la investigacion realizada por Herndndez et al. (2020), obtuvieron promedios de
194.3 UFC/g de suelo de bacterias encontradas, resultado muy cercano al encontrado en la
M1.

Sin embargo, Senatore (2013) aplicando vinaza en dos sitios, presentd6 aumento de
bacterias heterdtrofas 3,26 x 109, bacterias amonificantes 9,84 x 10® UFC/g de suelo seco
y actinobacterias 3,92 x 10° UFC/g de suelo seco, en el sitio 1. Sin embargo, dichos
resultados solo fueron temporales por algunos meses, volviéndose iguales al tratamiento

control.
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Figura 8. Promedios de conteo de las colonias de bacterias rizosféricas UFC/g suelo seco

por muestra, aisladas en el cultivo de cafia de azlcar.

Los resultados del presente estudio evidencian que la rizosfera del cultivo de cafia de
azlcar presenta que la M1 posee mayor cantidad de UFC en bacterias mientras que, en
hongos la M3, las cuales se muestran en la Figura 9.

La investigacion realizada por Armida et al., (2020) utilizando dos métodos de riego
sobre la densidad microbiana en este cultivo, documentd que, bajo condiciones de riego
constante, se alcanzaron niveles de 1.17 x 10'* UFC/g de microorganismos (bacterias y
hongos), lo que representa una diferencia significativa respecto a los valores obtenidos en
condiciones de riego temporal, es decir dependiendo de las condiciones climaticas y la
humedad del suelo.

Tengxiang et al. (2018) en su investigacion realizada sobre el uso de interseccion en
la cafia de azacar y soja, menciona que la abundancia de hongos varia de 1,4 x 107 copias
genéticas de suelo seco g'a 3,57 x 107 copias genéticas de suelo seco, a su vez indica
de manera general, se observo un incremento notable en la presencia de hongos en el suelo

en el cultivo de soja, mientras que no se registrd un aumento en la cafia de azuicar.
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Figura 9. Comparacion de los promedios de hongos y bacterias aislados en el cultivo de la

cafa de azucar.

3.5 Aislamiento de cepas bacterianas

Los resultados del aislamiento de bacterias rizosféricas en el cultivo de cafia de
azucar muestran que, M1 presentd el mayor conteo con un 46% de los aislados, seguido de
M3 con 36% y M2 con solo 18%, observado en la Figura 10. Aislado un total de 11
probables cepas con caracteristicas PGPR. Segun Lopez et al. (2016), los cultivos de cafia
de azucar pueden establecer relaciones simbidticas eficaces con bacterias beneficiosas, lo
que optimiza las condiciones para su proliferacion. Ademas, Kumar et al. (2013) sefialan
que, las bacterias rizosféricas desempefian un papel crucial en la mejora de la disponibilidad
de nutrientes como el fosforo y el nitrogeno, lo que podria estar contribuyendo a la presencia
bacteriana en las muestras conectadas.

En este contexto, los aislamientos obtenidos en las tres muestras presentan conteos
superiores a los reportados por Hernandez et al., (2020), donde obtuvo un promedio de
141.67 UFC/g en suelo de cafia de azicar en Tabasco, México; mientras que, en este trabajo
el promedio de conteo en la misma dilucion fue de 221 UFC/g, detallado en la Tabla 6. El
mismo autor reportd 22 aislados y en este trabajo se aislaron 11 cepas con caracteristicas

rizosféricas, presentados en la Figura 11.
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AISLADOS DE BACTERIAS

M1
M2
m M3

Figura 10. Porcentajes de aislados bacterianos de la rizosfera de leguminosas procedentes

del centro de Apoyo Rio Verde.

Tabla 6. Conteo de bacterias rizosféricas en cafia de aztcar, Rio Verde-(UPSE).

Muestra/Dilucion 10° 10 107 108 10° PI[‘?IITH ((:e/dglo
LMAM1 221 311 192 171 157 2104
LMAM2 168 207 160 145 173 170,7
LMAM3 72 88 148 157 136 120,3

Figura 11. Bacterias rizosféricas aisladas del cultivo de Cafa de Azucar.
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3.6 Identificacion y caracterizacion morfo-bioquimicas de aislados bacteriano

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante la observacidon macro y

microscopicas de las cepas bacterianas aisladas se presentan en la Tabla 7. La observacion

de las caracteristicas morfologicas en las muestras de microorganismos reveld una notable

diversidad en la textura y apariencia, que concuerda con las caracteristicas de las PGPR

(Soto-Valenzuela, 2021).

Tabla 7. Caracterizacion fenotipica y bioquimica de cepas rizosfericas en cultivo de Cafia

de Azucar.
CODIGO CARACTEI,“STICAS TINCION DE GRAM FORMA PRUEBA DE
MORFOLOGICAS CATALASA
CA-10°-RVa-MR-M2 Blanquecina Ligosa - Coco MP
CA-10°-RVa-MR-M3 Amarillo Gomosa - Bacilios P
CA-10%-Rva-MR-M3 | Blanquecina Gomosa + cocobacilios P
CA-107-RVb-MR-M1 | Blanquecina Gomosa + cocobacilios MP
CA-107-RVa-MR-M1 | Blanquecina Gomosa - Bacilios MP
CA-107-RVa-MR-M3 Rosada Gomosa - Bacilios MP
CA-10"*-RVb-MR-M1 Amarillo Mucosa + cocobacilios AB
CA-103-RVb-MR-M1 | Blanquecina Gomosa + cocobacilios AB
CA-10*-RVa-MR-M2 Blanquecina Ligosa - cocobacilios MP
CA-10%-RVb-MR-M3 | Blanquecina Gomosa + cocobacilios P
CA-10°-RVb-MR-M1 Amarillo Mucosa - Bacilios P

Positivo (+), Negativo (-); Muy Poco (MP), Poco (P), Abundante (AB).

Se identificaron varias muestras con caracteristicas blanquecinas y gomosas, siendo

las mas frecuentes aquellas que presentaban una textura blanquecina gomosa y amarillo
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mucosa. Estas caracteristicas coinciden con lo sefialado por Sosa et al. (2004), quienes
describen a los morfotipos de rizobios como bacterias de color blanco, blanquecino o
ligeramente rosado, ya que no absorben el Rojo Congo. Otras caracteristicas, como
blanquecina muy mucosa y amarilla mucosa, también se observaron, aunque en menor

cantidad, que se observa en la Figura 12.

Figura 12. Morfotipos de las cepas en aislada en medio LMA-RC; (A) Muy poco; (B)
Poco y (C) Medio.

La tincion de Gram mostré que el 55% de las muestras analizadas eran Gram
negativas, mientras que el 45% resultaron ser Gram positivas, lo que indica que en la
rizosfera del cultivo de cafa de aziicar predominan las bacterias Gram negativas. Segun Sosa
et al. (2004), aunque la tincién de Gram no es definitiva, es util para confirmar las
caracteristicas tintoriales de los rizobios.

En cuanto a la forma de los microorganismos, se observé que los cocobacilos fueron
los mas abundantes, representando el 55% del total de las muestras analizadas, mientras que
los bacilos y cocos aparecieron con menor frecuencia. Flores y Vargas (2014) destacan que,
las bacterias rizosféricas presentan una gran variabilidad morfologica, incluyendo formas
como cocos, bacilos y espirilos, lo que puede influir en la textura y apariencia observadas en
las muestras.

Ademas, la distribucion de los resultados muestra una predominancia de
microorganismos con baja actividad catalasica, clasificados como "muy poco (MP)" y "poco
(P)". En este sentido, Jiménez et al. (2020) indica que las rizobacterias asociadas a cultivo
de cafia de azucar tienen una alta actividad catalasica, lo que sugiere su capacidad para
descomponer peroxido de hidrégeno y contribuir al metabolismo de las plantas. Asimismo,

Morocho y Mora (2019) sefialan que la actividad cataldsica en microorganismos de la
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rizosfera estd asociada con la capacidad de estas bacterias para mejorar la asimilacion de

nutrientes.

3.7 Identificacion de hongos del suelo en el cultivo de cafia de azucar.

En las observaciones realizadas en el cultivo de cana de azucar se identifico la
presencia de tres géneros de microhongos, de los géneros Aspergillus sp., Penicillium sp.,
presentado en menor frecuencia al género Alternaria sp., como se observa en las Figuras
13,14 y 15, y detallados en la Tabla 8.

Los géneros Aspergillus sp. y Penicillium sp. son conocidos por su capacidad para
participar en procesos de descomposicion y reciclaje de nutrientes. Estas especies pueden
contribuir a la mejora de la fertilidad del suelo al descomponer materia organica, liberando
nutrientes esenciales que son aprovechados por las plantas. Por ejemplo, se ha demostrado
que Aspergillus niger es capaz de solubilizar fosfatos, mejorando asi la disponibilidad de
este nutriente para las plantas (Martinez et al., 2013).

Asimismo, el género Alternaria sp., aunque menos predominante, es conocido por
causar diversas enfermedades foliares en cultivos agricolas, incluyendo la cafia de azucar.
Las infecciones por Alternaria sp., pueden resultar en pérdidas econdmicas significativas
debido a su impacto negativo en el rendimiento del cultivo (Pavon et al., 2012). La pudricion
roja, causada por hongos del género Fusarium y otros patdgenos fingicos, también es una
preocupacion importante en el cultivo de cana de azlcar, ya que puede afectar gravemente
la productividad (Victoria et al., 1990).

Tabla 8. Microhongos encontrados en centro de apoyo Rio Verde.

CODIGO GENERO
MR-102-R1-CA | Aspergillus sp.

MR-102-R3-CA | Aspergillus sp.

MR-103-R1-CA | Aspergillus sp.

MR-103-R2-CA | Penicillium sp.

MR-103-R3-CA | Penicillium sp.
MR-103-R3-CA | Alternaria sp.

MR-104-R3-CA | Aspergillus sp.

MR-104-R3-CA | Penicillium sp.
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Figura 13. Iméagenes de hongos aislados (A) Aspergillus sp. en dilucién102 muestra 1, (B)
Aspergillus sp. en dilucion10-3 muestra 2 y (C), Aspergillus sp. en la diluciéon10* de la muestra 3.

Figura 14. Identidad de hongos (A) Penicillium sp. en dilucién10? muestra 1, (B) Penicillium sp.

en dilucién10 muestra 2 (C), Alternaria sp. en diluciéon10* muestra 3.

Figura 15. Identidad de hongos (4) Aspergillus sp. en dilucionl 0 muestra 1, (B) Penicillium sp.

en dilucionl 0 muestra 2 (C), Penicillium sp. en dilucionl0* muestra 3.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se recolectaron un total de 12 submuestras de suelo, de lotes diferentes del cultivo

de Cafia de azucar localizados en el Centro de Apoyo Rio Verde de la provincia de Santa

Elena, evaluando el estado fisico, quimico y microbiolégico, que evidencia la interaccion

entre las plantas con sus microorganismos en presencia de algunas caracteristicas y valores

del suelo

1.

Se determinaron valores fisico-quimico del suelo del cultivo de cafia de azicar en el
Centro de Apoyo Rio Verde, obteniendo un nivel de pH moderadamente acido (6.6),

alto nivel de potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg); pero con bajo nivel de fosforo

(P).

2. Se identificaron microorganismos del suelo en el cultivo de cana de azucar,
obtuvieron 11 aislados con caracteristicas PGPR, los cuales presenta beneficios para
la agricultura.

3. Se identificaron los géneros de hongos Aspergillus sp. y Penicillium sp
potencialmente benéficos.

4. Se identifico al género fungico Alternaria sp como causante de patogenicidad en los
cultivos.

Recomendaciones

Se recomienda utilizar mayor nimero de diluciones, de ser necesario para evidenciar

un mejor calculo de los microorganismos en el suelo.
Caracterizar por via bioquimica y molecular las especies de bacterias y hongos

presentes el suelo del cultivo de cafia de azucar.
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Anexo 1A. Analisis de suelo de la muestra del cultivo de Cafia de Azucar.
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Anexo 2A. Promedios de UFC/g suelo seco (Hongos).

Tipo de

cultivo  Muestra cticiones  COI'ONIAS  Colonias  hongos
R1 |
R2 3 2
R3 2
R1 2
MI R2 0 2 2

R3 3
R1
R2 3 2
R3
R1 |
R2 4 2
R3 0

| S

[

]

] R1 1

2

N M2 R2 | 2 1

=

= R3 3

<

S
R1 |
R2 0 I
R3 2
R1
R2 3 3
R3 4
R1 2

M3 R2 2 2 3

R3 2
R1 2
R2 4 3
R3 2
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Anexo 3A. Promedios de UFC/g suelo seco (Bacterias).

Tipo de
cultivo

Caiia de Azacar

M3

10

Lmiv

Repeticiones -1 ONTAS

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2
R3

R1
R2

204
244
216

304
380
248

192
180
204

196
160
156

160
152
160

168
180
156

216
196
208

164
160
156

136
144
156

180
180
160

52
80

X Colonias

221

311

192

171

157

168

207

160

145

173

72

A s gy v

bacterias

210,4

170,7

120,3
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10¢

107

108

10°

R3

R1

R3

R1

R3

R1

R3

R1

R3

84

88
120
56

152
144
148

160
168
144

148
160
100

88

148

157

136
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Anexo 4A. Colecta de las muestras en Rio Verde.
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Anexo 6A. Preparacion de diluciones 102, 103 y 10,
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Anexo 8A. Incubacion de muestras para la proliferaciéon de microorganismos.
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Anexo 10A. Pruebas bioquimicas.

Anexo 11A. Microhongos rizosfericos aislados del cultivo de Cana de Azucar.

XOENTIFYCACYO
DE HONGOS

50



Anexo 12A. Bacterias rizosfericas aisladas del cultivo de Cafia de Azucar.
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