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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 

identificación de microorganismos en la rizosfera de leguminosas cultivadas en Manglaralto, 

provincia de Santa Elena, debido a que los microorganismos rizosféricos desempeñan un 

papel crucial en la nutrición de las plantas, especialmente en las leguminosas, que establecen 

relaciones simbióticas con bacterias fijadoras de nitrógeno y micorrizas. Los objetivos del 

estudio incluyen identificar, cuantificar y aislar microorganismos presentes en Arachis 

pintoi, Clitoria ternatea y Phaseolus lunatus. Se utilizaron técnicas morfo-bioquímicas para 

el aislamiento y caracterización de las muestras de suelo colectadas. Los resultados 

obtenidos mostraron una abundante diversidad microbiana, destacando la presencia de 

géneros como Aspergillus sp, Penicillium sp y Rhizopus sp, así como varias cepas 

bacterianas con características de rizobios. Estas cepas rizobacterianas presentaron 

coloración blanquecina gomosa, transparente gomosa, y blanca gomosa con formas de 

cocos, bacilos, cocobacilos y estreptocos. Este estudio evidencia la presencia de 

rizobacterias y hongos en la rizosfera de las tres leguminosas, las cuales podrían tener 

potencial para mejorar la salud del suelo y promover el crecimiento vegetal. Los hallazgos 

subrayan la necesidad de continuar investigando estas interacciones para desarrollar 

prácticas agrícolas sostenibles que optimicen el uso de microorganismos beneficiosos. 

Palabras claves:  Microorganismos, aislar, identificar, rizobios, hongos. 



v  

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 legumes grown in Manglaralto, Santa Elena province, 

because rhizospheric microorganisms play a crucial role in plant nutrition, especially in 

legumes, which establish symbiotic relationships with nitrogen-fixing bacteria and 

mycorrhizae. The objectives of the study include identifying, quantifying and isolating 

microorganisms present in Arachis pintoi, Clitoria ternatea and Phaseolus lunatus. Morpho- 

biochemical techniques were used for the isolation and characterization of the collected soil 

samples. The results obtained showed abundant microbial diversity, highlighting the 

presence of genera such as Aspergillus sp, Penicillium sp and Rhizopus sp, as well as several 

bacterial strains with rhizobium characteristics. These rhizobacterial strains presented 

whitish gummy, transparent gummy, and white gummy coloration with cocci, bacilli, 

coccobacilli, and streptococci shapes. This study evidences the presence of rhizobacteria and 

fungi in the rhizosphere of the three legumes, which could have the potential to improve soil 

health and promote plant growth. The findings underline the need to continue investigating 

these interactions to develop sustainable agricultural practices that optimize the use of 

beneficial microorganisms. 

Keywords: Microorganisms, isolate, identify, rhizobia, fungi. 



vi  

DECLARATORIA DE RESPONSABILIDAD 
 

 
El presente Trabajo de Integración Curricular titulado “IDENTIFICACIÓN DE 
MICROORGANISMOS DE LA RIZOSFERA DE PLANTAS LEGUMINOSAS EN 
MANGLARALTO, PROVINCIA DE SANTA ELENA” y elaborado por ADRIAN 
ANTONIO DE LA ROSA PARRALES, declara que la concepción, análisis y resultados 
son originales y aportan a la actividad científica educativa agropecuaria. 

 
 
 
 
 
 
 

Transferencia de derechos autorales. 

 
"El contenido del presente Trabajo de Graduación es de mi responsabilidad; el patrimonio 

intelectual del mismo pertenece a la Universidad Estatal Península de Santa Elena". 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Firmado electrónicamente por: 

ADRIAN ANTONIO DE 
LA ROSA PARRALES 

 

Firma del estudiante 



vii  

ÍNDICE 

INTRODUCCIÓN ................................................................................................................ 1 

Problema Científico .............................................................................................................. 2 

Justificación ........................................................................................................................... 2 

Objetivos ................................................................................................................................ 2 
Objetivo General: ............................................................................................................. 2 
Objetivos Específicos: ...................................................................................................... 2 

Hipótesis ................................................................................................................................ 2 
CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA ................................................................ 3 

1.1 Microorganismos del suelo ....................................................................................... 3 

1.2 Tipos de microorganismos ........................................................................................ 3 
1.2.1 Suelos ....................................................................................................................... 3 
1.2.2 Bacterias ................................................................................................................... 4 
1.2.3 Hongos ..................................................................................................................... 4 

1.3 Caracterización morfológica de bacterias ............................................................... 4 

1.4 Caracterización morfológica de hongos .................................................................. 4 

1.5 Interacciones entre plantas y microorganismos ...................................................... 5 

1.6 Conceptos generales del cultivo frejol pallar (Phaseolus lunatus) ........................ 5 
1.6.1 Origen ...................................................................................................................... 5 
1.6.2 Taxonomía ............................................................................................................... 6 
1.6.3 Descripción .............................................................................................................. 6 

1.7 Conceptos generales de la conchita azul (Clitoria ternatea) .................................. 6 
1.7.1 Origen ...................................................................................................................... 6 
1.7.2 Taxonomía ............................................................................................................... 6 
1.7.3 Descripción .............................................................................................................. 7 

1.8 Conceptos generales del maní forrajero (Arachis pintoi) ...................................... 7 
1.8.1 Origen ...................................................................................................................... 7 
1.8.2 Taxonomía ............................................................................................................... 7 
1.8.3 Descripción .............................................................................................................. 8 

1.9 Muestreo de suelo ...................................................................................................... 8 
1.9.1 Tipos de muestreo de suelo ...................................................................................... 8 

1.10 Importancia de los microorganismos en el suelo .................................................... 9 



viii  

1.11 Caracterización de Rizobacterias ............................................................................. 9 

1.12 Interacción Rhizobium-leguminosa-suelo-ambiente .............................................. 9 

1.13 Estudio de microorganismos del suelo ................................................................... 10 
1.13.1 Recuento microbiano mediante su cultivo ...................................................... 10 

1.14 Técnicas bioquímicas para la identificación de los microorganismos ................ 10 

1.15 Pruebas bioquímicas ................................................................................................ 11 
1.15.1 Tinción de Gram ............................................................................................. 11 
1.15.2 Catalasa ........................................................................................................... 11 
1.15.3 Azul de lactofenol ........................................................................................... 11 

CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................ 12 

2.1 Caracterización del área ......................................................................................... 12 

2.2 Condiciones edafoclimáticas de Manglaralto ........................................................ 12 
2.2.1 Clima de Manglaralto ............................................................................................ 12 
2.2.2 Suelo de Manglaralto ............................................................................................. 12 

2.3 Material biológico y condiciones experimentales .................................................. 12 
2.3.1 Características de las leguminosas en estudio ....................................................... 13 

2.4 Materiales, equipos y reactivos .............................................................................. 13 
2.4.1 Material de campo para recolecta de muestras ...................................................... 13 
2.4.2 Material de laboratorio ........................................................................................... 13 
2.4.3 Equipos de laboratorio ........................................................................................... 14 
2.4.4 Insumos y reactivos ............................................................................................... 14 

2.5 Tipo de investigación ............................................................................................... 15 

2.6 Diseño de investigación ........................................................................................... 15 
2.6.1 Diseño experimental .............................................................................................. 15 

2.7 Manejo del experimento .......................................................................................... 15 
2.7.1 Fase de campo ........................................................................................................ 15 
2.7.2 Almacenamiento y conservación de las muestras .................................................. 16 
2.7.3 Esterilización de materiales ................................................................................... 16 
2.7.4 Preparación de muestras para aislar microorganismos .......................................... 17 
2.7.5 Procedimiento de preparación de medio de cultivo ............................................... 17 
2.7.6 Siembra de microorganismo en cajas Petri ............................................................ 18 
2.7.7 Incubación para el crecimiento de microhongos y bacterias ................................. 19 
2.7.8 Pruebas para la identificación morfológica de microhongos y bacterias ............... 19 

2.8 Parámetros a evaluar .............................................................................................. 19 
2.8.1 Cuantificación de microorganismos expresados UFC/g suelo seco ...................... 19 



ix  

2.8.2 Morfología de microorganismos ............................................................................ 20 

2.9 Análisis de los resultados ........................................................................................ 20 
CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN .............................................................. 21 

3.1 Análisis de suelo ....................................................................................................... 21 

3.2 Cuantificación de bacterias rizosféricas aisladas de cultivos de leguminosas .... 21 

3.3 Cuantificación de microhongos aisladas de cultivos de leguminosas .................. 23 

3.4 Crecimiento de microorganismos rizosfericos, en valores de pH y materia 
orgánica. .............................................................................................................................. 24 

3.5 Aislamiento de cepas bacterianas ........................................................................... 25 

3.6 Identificación y caracterización morfo-bioquímicas de aislados bacteriano ..... 26 

3.7 Identificación de microhongos ................................................................................ 27 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ............................................................... 29 

Conclusiones ........................................................................................................................ 29 

Recomendaciones ................................................................................................................ 29 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................................. 30 
ANEXOS ............................................................................................................................. 35 



x  

ÍNDICE DE TABLAS 
Tabla 1. Plan de colecta de submuestras y muestras de cada leguminosa en el centro de apoyo 
Manglaralto-UPSE ............................................................................................................................. 16 
Tabla 2. Esquema de diluciones y repeticiones ................................................................................ 18 
Tabla 3. Valores del análisis del suelo obtenidas del área de leguminosas. ..................................... 21 
Tabla 4. Caracterización fenotípica y bioquímica de cepas rizosféricas en leguminosas ................ 26 



xi  

ÍNDICE DE FIGURAS 
Figura 1. Procedimiento de la preparación de diluciones para el recuento de microorganismos. ..17 
Figura 2. Promedios de colonias bacterianas rizosféricas UFC/g suelo seco. ................................ 22 
Figura 3. Promedios de la cuantificación de colonias de microhongos UFC/g suelo seco ............. 23 
Figura 4. Relación promedios de bacterias rizosféricas UFC/g suelo seco, MO y pH ................... 24 
Figura 5. Relación promedios de microhongos rizosféricos UFC/g suelo seco, MO y pH ............ 24 
Figura 6. Porcentajes de aislados bacterianos de la rizosfera de leguminosas procedentes del 
centro de Apoyo Manglaralto ............................................................................................................ 25 
Figura 7. Microhongos aislados de Arachis pintoi: Aspergillus sp. A, B, C .................................. 28 
Figura 8. Microhongos aislados de Clitoria ternatea: Aspergillus sp A, B, Penicillium sp C. ....... 28 
Figura 9. Microhongos aislados de Phaseolus lunatus: Aspergillus sp A, Penicillium sp B, 
Rhizopus sp C ................................................................................................................................... 28 



xii  

ÍNDICE DE ANEXOS 

Anexo 1A. Informe del análisis de suelo del cultivo frejol pallar (Phaseolus Lunatus) del área 
agrícola. ............................................................................................................................................. 35 
Anexo 2A. Informe del análisis de suelo del cultivo maní forrajero (Arachis pintoi), conchita azul 
(Clitoria ternatea) del área forrajero .................................................................................................. 37 
Anexo 3A. Promedios UFC/g suelo seco (bacterias) ........................................................................ 39 
Anexo 4A. Promedios UFC/g suelo seco (microhongos) ................................................................. 40 
Anexo 5A. Microhongos encontrados en las leguminosas de Manglaralto ...................................... 41 
Anexo 6. Colecta y homogenización de submuestras de la rizosfera de Leguminosas .................... 41 
Anexo 7A. Muestras de la rizosfera de Leguminosas ....................................................................... 42 
Anexo 8A. Preparación de diluciones 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 ....................................................................................... 42 
Anexo 9A. Reactivos utilizados para la preparación de medios de cultivo ...................................... 43 
Anexo 10A. Siembra de microorganismos en los respectivos medios de cultivo ............................. 43 
Anexo 11A. Cuantificación de microorganismos. ............................................................................ 44 
Anexo 12A. Incubación de muestras para la propagación de microorganismos ............................... 44 
Anexo 13A. Pruebas bioquímicas ..................................................................................................... 45 
Anexo 14A. Purificación de cepas rizosfericas. ................................................................................ 45 
Anexo 15A. Bacterias rizosfericas aisladas de Leguminosas. .......................................................... 46 
Anexo 16A. Microhongos aislados de Leguminosas. ....................................................................... 46 



1  

INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos del suelo son fundamentales para la sustentabilidad de los 

ecosistemas, ya que participan en el ciclado de nutrientes, la regulación de la materia 

orgánica, el secuestro de carbono y la retención de agua. Estos organismos facilitan el 

crecimiento vegetal al aumentar la disponibilidad de nutrientes y contribuir a la salud del 

suelo. Las plantas leguminosas establecen relaciones simbióticas con microorganismos 

rizosféricos, que son esenciales para su desarrollo (Correa, 2013). 

La diversidad y abundancia de estos microorganismos dependen de los exudados 

radiculares, que atraen a organismos beneficiosos. Las interacciones entre microorganismos 

y cultivos pueden ser favorables, perjudiciales o neutrales, variando según las condiciones 

del suelo (Soroa et al., 2008). Estas poblaciones microbianas influyen en el crecimiento 

vegetal mediante mecanismos como la producción de fitohormonas, mineralización de 

fosfatos y fijación biológica de nitrógeno (Soto et al., 2012). 

Alexander (2010), plantea que los microorganismos obtienen gran parte de sus 

nutrientes de la porción inanimada del suelo, lo que hace importante considerar su 

composición química. Algunas especies adquieren carbono y nitrógeno de la atmósfera en 

forma de CO2, CH4 o N2, mientras que otros nutrientes provienen de las fases líquida o sólida 

del suelo. La densidad microbiana es mayor en las zonas internas, donde las interacciones 

bioquímicas con las raíces son más intensas. La superficie de las raíces y el suelo que se 

adhiere a ellas se conoce como rizoplano. 

Por otra parte, las rizobacterias desempeñan un papel fundamental en el crecimiento 

y desarrollo de leguminosas como Phaseolus lunatus, Arachis pintoi y Clitoria ternatea. 

Estas bacterias, que habitan en la rizosfera, establecen interacciones simbióticas que 

benefician a las plantas al facilitar la fijación de nitrógeno atmosférico a través de la 

simbiosis con Rhizobium, estas relaciones simbióticas no solo mejoran la disponibilidad de 

nutrientes, sino que también interactúan en su crecimiento (Bahena et al., 2016). 

En este contexto, la provincia de Santa Elena ofrece condiciones favorables para el 

cultivo de leguminosas (Soto et al., 2012). Dado que los microorganismos juegan un papel 

indispensable en la dinámica del suelo, se han realizado diversas investigaciones sobre su 

presencia e interacción con las leguminosas. Este estudio se centra en la identificación de 

los microorganismos presentes en la rizosfera de las leguminosas Arachis pintoi, Clitoria 

ternatea, y Phaseolus lunatus cultivadas en el Centro de Apoyo Manglaralto, con la finalidad 

de comprender mejor la dinámica rizobios-leguminosas y su relación con el suelo. 
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Problema Científico 

¿La presencia de microorganismos rizosféricos confirma la interacción con sus plantas 

hospederas cultivadas en el Centro de Apoyo Manglaralto-UPSE? 

Justificación 

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigación titulado: Identificación 

y uso de microorganismos nativos como PGPRS para mejorar la producción agropecuaria 

en la península de Santa Elena, el cual es de gran relevancia debido a que los 

microorganismos presentes en la rizosfera desempeñan un papel crucial en la nutrición y 

salud de las plantas, especialmente en las leguminosas. La rizosfera, como entorno que rodea 

las raíces de las plantas, constituyen un microecosistema clave donde influyen directamente 

la disponibilidad de nutrientes, los estimuladores de crecimiento y la salud del suelo. 

La importancia de este trabajo pretende contribuir a mejorar el entendimiento de las 

interacciones suelo-planta-rizobios, los cuales contribuirían a mejorar la productividad 

agrícola evitando la aplicación de insumos químicos que perjudican 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. Por lo tanto, este estudio tiene implicaciones para la producción agrícola, 

economía social, el manejo sostenible de los recursos naturales y la conservación del 

ecosistema. 

Objetivos 
Objetivo General: 

v Identificar microorganismos presentes en la rizosfera de los cultivos Arachis pintoi, 

Clitoria ternatea y Phaseolus lunatus, utilizando técnicas morfo-bioquímicas. 

Objetivos Específicos: 
1. Aislar los microorganismos procedentes de muestras de suelo de tres cultivos de 

leguminosas en el Centro de Apoyo Manglaralto (UPSE), provincia de Santa Elena. 

2. Cuantificar los microorganismos aislados de la rizosfera de las leguminosas colectadas 

en el Centro de Apoyo Manglaralto (UPSE), provincia de Santa Elena. 

3. Identificar bacterias y microhongos aislados en la rizosfera de las tres leguminosas en 

estudio. 

Hipótesis 

La identificación de los microorganismos rizosféricos aislados de las leguminosas 

indicarán que existe una probable interacción entre suelo-planta-microorganismos. 



3  

CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1 Microorganismos del suelo 

Los microorganismos son pequeños seres que no se pueden ver por el ojo humano y 

es necesario un microscopio para visualizarlos y estudiarlos. La estructura de los 

microorganismos es muy simple y alberga especies beneficiosas, patógenas y otras que 

varían según las circunstancias, dentro de los microorganismos existen especies unicelulares 

y pluricelulares (Sanchez, 2023). 

Existe una inmensa diversidad de microorganismos en el suelo, de los cuales se 

conoce que bacterias y hongos son los más abundantes; de los géneros de bacterias con 

mayor estudio se encuentran: Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum (García, 

2011). 

1.2 Tipos de microorganismos 

La división de los microorganismos es un tema cada vez más complejo. Algunos de 

ellos, debido a su facilidad para compartir material genético complican su estudio 

filogenético, es decir, nuestra capacidad de clasificarlos según su parentesco. Otros 

microorganismos presentan morfologías y funciones muy similares, pese a tener muy poco 

en común, cada uno de estos grupos tiene ciertas características morfológicas y genéticas 

que les distinguen de una manera más o menos precisa (Garófalo, 2019). 

1.2.1 Suelos 

Los microorganismos toman gran parte de sus nutrientes de la porción inanimada del 

suelo, por lo que se requiere considerar la composición química de este medio ambiente, 

algunas especies obtienen carbono o nitrógeno de la atmósfera en forma de CO2, CH4 o N2; 

así como el resto de los nutrientes microbianos se obtienen de la fase líquida o sólida del 

suelo. Las cifras microbianas son mayores en la zona interior donde las interacciones entre 

los microorganismos y las raíces son más pronunciadas (Alexander, 2010). 

Las bacterias del suelo son esenciales en la rizosfera, con unas 30.000 especies estimadas e 

identificando alrededor del 8%. Estas bacterias participan en la descomposición de materia 

orgánica y son cruciales en los ciclos biogeoquímicos, transformando los nutrientes para las 

plantas (Cordova et al., 2018). Asimismo, los microhongos son fundamentales en los 

ecosistemas, ya que establecen simbiosis con aproximadamente el 80% de las plantas, 

mejorando la absorción de nutrientes y agua (Zambrano, 2012). 
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1.2.2 Bacterias 

Son organismos unicelulares que pertenecen al grupo de los procariontes; esto quiere 

decir que carecen de un núcleo celular y de orgánulos como las mitocondrias, los 

cloroplastos o el aparato de Golgi, por lo que su material genético (ADN) se encuentra libre 

en el citoplasma. A pesar de su sencilla organización celular, presentan una gran diversidad 

de formas conocidas como filamentos, cocos, bacilos, vibrios y espirilos. Las bacterias 

miden entre 0.5 y 5 µ de longitud; son tan pequeñas que es imposible verlas a simple vista, 

excepto cuando se agrupan en colonias (Contreras et al., 2017). 

1.2.3 Hongos 

Los hongos se clasifican en unicelulares, como las levaduras del pan y la cerveza 

(Saccharomyces cerevisiae), o pluricelulares, los cuales se caracterizan por formar cuerpos 

filamentosos, como los champiñones. Según su tipo de hábitat también pueden ser saprófitos, 

que se alimentan de sustancias en descomposición; parásitos que, se alimentan de los 

líquidos internos de otros seres vivos; o simbiontes, que se asocian a otros organismos con 

beneficios mutuos (Contreras et al., 2017). 

1.3 Caracterización morfológica de bacterias 

Las bacterias se multiplican rápidamente y son visibles como unidad formadora de 

colonia (UFC), está constituida por una o más características como: tamaño, puede variar 

desde 0.5 mm o más. Las formas de la colonia pueden ser: irregular, puntiforme, circular, 

los bordes pueden ser ondulados, enteros, lobulados, filamentosos. Entre los tipos de 

superficie de la colonia se encuentran: plana, convexa y elevada. Con relación al pigmento 

que adquieren este puede ser: verde, amarillo y grisáceo. (Cevallos y Viracucho, 2018). 

1.4 Caracterización morfológica de hongos 

Según Hernández (2014), menciona que los hongos pueden crecer como mohos o 

levaduras, algunas especies son dimórficas es decir a 37°C son capaces de crecer como 

levaduras y a 25°C se desarrollan como mohos. La morfología de levaduras y mohos se 

describe como: 

• Mohos: Microscópicamente, los mohos son organismos multicelulares, forman 

túbulos cilíndricos y ramificados denominados hifas, poseen un diámetro de 2 a 10 

µm y crecen por extensión en longitud desde el extremo de un filamento, así se forma 

una masa de hifas entrelazadas denominada micelio. Macroscópicamente, los mohos 
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se desarrollan en el laboratorio sobre la superficie de sustratos o medios de cultivo, 

formando colonias aéreas, de aspecto algodonoso, vellosas o pulvurulentas y de color 

variable. 

• Levaduras: Microscópicamente las levaduras son organismos unicelulares, de 

forma esférica o elipsoidal, y tamaño variable de 3 a 15 µm de diámetro. La mayoría 

de las levaduras se reproducen por gemación o brotación, aunque unas pocas lo hacen 

por fisión binaria. Macroscópicamente las levaduras crecen en los medios de cultivo 

sólidos formando colonias opacas, de aspecto pastoso, color cremoso, aunque 

algunas especies son característicamente pigmentadas (Hernández, 2014). 

1.5 Interacciones entre plantas y microorganismos 

La interacción entre las plantas y los microorganismos durante millones de años ha 

dado lugar a complejas relaciones, que actualmente se observan tanto en ecosistemas 

naturales como agrícolas, con microorganismos beneficiosos, pero también con patógenos, 

especialmente bacterias y hongos, de esas interacciones en estos ecosistemas subterráneos 

surge el término rizosfera, para referirse a la zona donde se desarrollan las raíces de las 

plantas y conviven los diferentes tipos de microorganismos que interactúan con ellas y entre 

sí (Dolatabadian, 2021). 

Así como también, García (2023) menciona que las interacciones plantas-microbios 

se basan en un principio común de la biosfera que es el intercambio de nutrientes o en 

definitiva de energía, dependiendo de cómo sea ese intercambio, se establecen las diferentes 

relaciones: beneficiosas para plantas y microbios (donde se establecen relaciones 

simbióticas), o perjudiciales para las plantas y beneficiosas para los microorganismos, que 

resultan ser parásitos o patógenos si llegan a producir la muerte o enfermedad de la planta. 

1.6 Conceptos generales del cultivo frejol pallar (Phaseolus lunatus) 
 

1.6.1 Origen 

Considerado una fuente de nutrientes muy valiosa en países en desarrollo, conocido 

comúnmente como “frejol pallar” es la segunda en importancia en su género después de 

Phaseolus vulgaris, ambas son de origen neotropical y pueden estar separadas por dos 

acervos genéticos, el de los Andes y Mesoamericano, que posiblemente estén relacionados 

con sus respectivos centros de domesticación, originalmente proviene de Mesoamérica y los 
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Andes, actualmente se cultiva en América Latina, Estados Unidos y otros países (Castillo, 

2021). 

1.6.2 Taxonomía 

Según Llerena (2005), el género Phaseolus al que pertenece el frejol pallar se 

clasifica de la siguiente manera: 

Reino: Vegetal 

División: Fanerógama 

Subdivisión: Angiosperma 

Clase: Dicotiledóneas. 

Orden: Rosales. 

Familia: Papilionáceas. 

Subfamilia: Papilioneidae. 

Tribu: Phaseolae. 

Subtribu: Phasiolinoe. 

Género: Phaseolus. 

Especie: lunatus 
 

1.6.3 Descripción 

Es una planta leguminosa, que presenta una gran variación en la forma de sus tallos, 

vainas y semillas debido a mutaciones comunes a la especie. Sus vainas tienen forma 

oblonga de 5 a 12 cm de longitud y contienen de 2 a 6 semillas, éstas son grandes, planas y 

arriñonadas; variadas en cuanto a forma, tamaño y color (Saldaña, 2016). 

1.7 Conceptos generales de la conchita azul (Clitoria ternatea) 
 

1.7.1 Origen 

Es una leguminosa originaria de Asia, la especie fue descrita por vez primera 

por Linneo en el año 1767 en la isla indonesia de Ternate, razón por la que su forma y lugar 

de origen fueron inspiración para su nombre (Karel, 2014). 

1.7.2 Taxonomía 

González (2020), describe la siguiente clasificación taxonómica. 

Reino: Plantae 
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División: Magnoliophyta 

Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Rosidae 

Orden: Fabales 

Familia: Fabaceae 

Subfamilia: Faboideae 

Tribu: Phaseoleae 

Subtribu: Clitoriinae 

Género: Clitoria 

Especie: ternatea 

1.7.3 Descripción 

Presenta características de crecimiento semi-arbustivo y semierecto, posee raíces 

profundas que le permiten tolerar las sequias; sus hojas son pinnadas, elípticas de 3 a 5 cm. 

de largo, las flores son de color azul o blancas y se presentan simples o apareadas, las vainas 

son lineares, plantas y ligeramente pubescentes de 8 a 12 cm de largo y de 0.7 a 1.2 cm de 

ancho con 6 a 10 semillas. Las semillas son de color negro de 4.5 a 6 mm de longitud y 3.4 

mm de ancho (Zambrano, 2015). 

1.8 Conceptos generales del maní forrajero (Arachis pintoi) 
 

1.8.1 Origen 

El maní forrajero A. pintoi tiene su origen en Sudamérica, crece en forma nativa al 

este de la cordillera de los Andes, entre los ríos Amazonas y La Plata, específicamente Brasil. 

En la actualidad se puede encontrar en los trópicos, los subtrópicos y zonas ecuatoriales hasta 

los 2000 msnm (Coello y Aragón, 2020). 

1.8.2 Taxonomía 

De acuerdo con Alay (2017), se muestra la clasificación taxonómica del cultivo A. 

pintoi.   
Orden: Fabales 

Familia: Fabaceae (Papilionaceae) 

Tribu: Aeschynomeneae 

Subtribu: Stylosanthinae 
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Sección: Caulorhizae 

Género: Arachis 

Especie: pintoi 

1.8.3 Descripción 

Es una leguminosa perenne, herbácea de crecimiento rastrero, puede alcanzar 40 cm 

de altura. Su raíz es pivotante y su tallo circular, las hojas son alternas y compuestas, de 

cuatro folíolos y estípulas pubescentes. Su inflorescencia es en forma de espiga axilar de 

color amarillo. El fruto es una vaina indehiscente. Puede soportar hasta 3 unidades animales 

por hectárea en asociación con gramíneas (Gelvez, 2021). 

1.9 Muestreo de suelo 

Refiere al proceso de recolectar muestras representativas del suelo con el fin de 

realizar análisis y estudios. Esta técnica es fundamental en la investigación y manejo de 

suelos, ya que proporciona información crucial sobre las propiedades físicas, químicas y 

biológicas. El muestreo se lleva a cabo siguiendo procedimientos estandarizados para 

garantizar la precisión y representatividad, se seleccionan puntos estratégicos en el área de 

estudio considerando variables como el tipo de suelo, el uso de la tierra y la variabilidad 

espacial (Najera, 2023). 

1.9.1 Tipos de muestreo de suelo 

De acuerdo con Mendoza y Espinoza (2017), el muestreo de suelo se subdivide en: 

• Muestra compuesta: Se refiere a la muestra de suelo obtenida de varias 

extracciones o muestras simples, reunidas en un recipiente codificado por 

profundidad, si es el caso, y luego bien mezcladas, de donde se retira un kg de 

suelo. Es el muestreo más utilizado para planificar fertilización. Se recomienda 

entre seis y doce submuestras por unidad de muestreo. 

• Muestra simple: es la muestra obtenida de una sola extracción del suelo. Son 

usadas en trabajos de investigación, extensión, y en suelos muy homogéneos. Se 

recomienda tomar una muestra de un kg por hectárea suelo, para fines de 

nutrición de plantas. 



9  

1.10 Importancia de los microorganismos en el suelo 

La importancia de los microorganismos que se encuentran dentro de todos los suelos 

posee unas capacidades, estudiadas y algunas aún por hacerlo, que les permiten la mejora 

del suelo y la promoción del crecimiento vegetal. A estas capacidades intrínsecas se las 

conoce como actividades PGPRs, del inglés “Plant Growth Promoting Rhizobateria” (Toten, 

2022). 

1.11 Caracterización de Rizobacterias 

Las bacterias de vida libre o asociativas que habitan la rizosfera pueden estimular el 

crecimiento de las plantas a través de varios mecanismos como: síntesis de sustancias 

reguladoras del crecimiento vegetal, fijación de nitrógeno, solubilización de nutrimentos, 

producción de sideróforos y control de fitopatógenos del suelo. Entre los más estudiados se 

encuentran Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus 

(Osti et al., 2004). 

Por otro lado, las rizobacterias con mayor inhibición sobre el hongo, se caracterizan 

en función de sus propiedades promotoras del crecimiento vegetal. Lo cual consiste en la 

identificación mediante la morfología colonial, tintorial y metabolismo (Clavijo et al., 2012). 

1.12 Interacción Rhizobium-leguminosa-suelo-ambiente 

A la interacción Rhizobium-leguminosa se le conoce como simbiosis, es decir, una 

interacción en la que ambos organismos se ven beneficiados. La planta recibe directamente 

una fuente de nitrógeno, derivada de la FBN (amoniaco), mientras que la bacteria recibe de 

la planta una fuente de carbono (azúcares), derivada de la fotosíntesis (Acosta, 2017). 

El éxito ecológico de las leguminosas puede estar influenciado por sus simbiontes 

bacterianos (Selosse et al., 2004). Existen ejemplos de uso de rizobios para complementar 

la conservación de leguminosas en peligro, para lo cual se requiere tener conocimiento de la 

diversidad y características de los simbiontes asociados a la planta (Soto, 2020). 

Los microorganismos se encuentran en casi todos los ambientes y cada uno presenta 

un rango de temperatura de crecimiento, con una temperatura mínima, debajo de la cual no 

se evidencia el crecimiento; una óptima, donde este es máximo y una máxima, por encima 

de la cual el crecimiento cesa (Madigan et al., 2004). 
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1.13 Estudio de microorganismos del suelo 
 

1.13.1 Recuento microbiano mediante su cultivo 

• Recuento poblacional: Técnica donde se realizan estudios microbiológicos en el 

suelo ejecutando recuentos de viables en suspensiones de suelo de un medio general 

para el desarrollo de microorganismos. Entre los medios de cultivo más utilizados se 

encuentra Agar Extracto de Levadura Glucosado y Agar Extracto de Suelo 

(Benintende y Sánchez, 2000). 

• Recuento de grupos funcionales: Se refieren a grupos de microorganismos que 

cumplen una funcionabilidad especifica en el suelo, para su recuento se utilizan 

medios selectivos, en ocasiones se utilizan medios que emplean sílice gel como 

solidificante. Existen microorganismos que no logran desarrollarse en medios 

sólidos, y llegan a desarrollarse en medios líquidos utilizando los recuentos por NMP 

(número más probable), como lo mencionan Benintende y Sánchez (2000). 

1.14 Técnicas bioquímicas para la identificación de los microorganismos 

La identificación de bacterias se ha basado en combinaciones de pruebas fisiológicas 

y bioquímicas, mientras que la identificación de hongos se ha realizado con base en 

características morfológicas, como tipo de espora, forma y color. Sin embargo, en los últimos 

40 años, los avances en la bioquímica microbiana y biología molecular han permitido la 

expansión de los métodos de diagnóstico y procedimientos de identificación de diferentes 

patógenos de plantas (Estrada y Zapata, 2009). 

La detección de actividades bioquímicas se realiza fundamentalmente sobre medios 

sólidos o líquidos, y se basa en la apariencia del crecimiento o un cambio de color. Estas 

pruebas involucran la adición de sustratos apropiados al medio, junto con un sistema que 

permite la detección bien sea de su degradación o de uno de los productos asociados con ella 

(Bridge, 2002). 

Estrada y Zapata (2009) mencionan que, las bacterias han sido identificadas por sus 

funciones metabólicas, tales como su habilidad para metabolizar ciertos sustratos mediante 

el sistema API (Analytical Profile Index) para diferenciar cepas de Erwinia y Pseudomonas. 

Adicionalmente, el análisis de proteínas solubles mediante electroforesis en geles ha sido 

adoptado para hongos y bacterias. 
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1.15 Pruebas bioquímicas 
 

1.15.1 Tinción de Gram 

Procedimiento empleado en laboratorios donde manejan pruebas microbiológicas 

definidas como una tinción diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a las bacterias 

en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y Gram positivas. La pared celular de las 

bacterias Gram negativas está constituida por una capa fina de peptidoglicano y una 

membrana celular externa, mientras que las Gram positivas poseen una pared celular gruesa 

constituida por peptidoglicano, pero no cuentan con membrana celular externa; la 

composición química y el contenido de peptidoglicano en la pared celular de las bacterias 

Gram negativas y Gram positivas explica y determina las características tintoriales (Jácome 

et al., 2014). 

1.15.2 Catalasa 

La mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas produce una enzima 

llamada catalasa que degrada el peróxido de hidrógeno obteniendo agua y oxigeno gaseoso 

el cual es liberado en forma de gas, este tipo de prueba bioquímica es muy útil para observar 

la presencia de la enzima catalasa encargada de descomponer el peróxido (H2O2) en oxígeno 

y agua. El método usual es realizar un frotis, agregarle una gota de peróxido, si se visualiza 

la formación de burbujas el resultado es positivo, mientras que si no sucede de lo contrario 

el resultado es negativo (Hernández, 2017). 

1.15.3 Azul de lactofenol 

La tinción azul de lactofenol no es considerada una tinción diferencial, sin embargo, 

posee características tintoriales que permiten observar cada uno de los componentes fúngicos 

y apreciar fácilmente las estructuras para una adecuada identificación. El fenol inactiva las 

enzimas líticas de la célula e impide que ésta se rompa; de igual forma, destruye la flora 

acompañante e inactiva a la célula, quitándole el grado de patogenicidad; además, actúa 

como mordiente cuando se usa en combinación con colorantes (Jácome et al., 2014). 
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CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Caracterización del área 

La presente investigación se realizó en las instalaciones del Centro de 

Investigaciones Biotecnológicas de la Universidad Estatal Península de Santa Elena (CEB- 

UPSE), ubicado en la Facultad de Ciencias Agrarias, cantón La Libertad provincia de Santa 

Elena, vía principal Guayaquil-La Libertad, a 27 km del cantón Santa Elena, sus coordenadas 

geográficas son: latitud Sur 2º14’6”, longitud Oeste 80º54’9” y en el Centro de Apoyo 

Manglaralto-UPSE ubicado en la parroquia Manglaralto del cantón Santa Elena-provincia 

de Santa Elena, con las coordenadas geográficas 01°50’29” latitud sur y 80º44’24” longitud 

oeste, donde se colectaron las muestras de las leguminosas a trabajar (Prudente, 2023). 

2.2 Condiciones edafoclimáticas de Manglaralto 

2.2.1 Clima de Manglaralto 

El clima de Manglaralto se clasifica como Aw por el sistema Köppen-Geiger; como 

cálido o caluroso durante todo el año, la vegetación consiste principalmente en pastos y 

arbustos que forman parte del bosque seco. La temperatura media anual es 20 °C, las 

temperaturas son más altas en marzo con un promedio de 25.3 °C; el mes agosto es 

considerado el más frío, con temperaturas promediando 21.5 °C (Perero, 2024). 

2.2.2 Suelo de Manglaralto 

Según Pita (2021), el Centro de Apoyo Manglaralto posee un total de 22.34 ha, y 

presenta suelos tipo Tierras misceláneas y Fluventic Eutrudepts, siendo este último el de 

mayor predominancia espacial. Las tierras misceláneas no son consideradas como unidades 

de suelo; en cambio, los suelos Fluventic Eutrudepts, presentan características agro- 

productivas, como suelos francos en superficie y francos arcillosos a profundidad, buen 

drenaje, pH ligeramente alcalino y fertilidad alta. 

Las muestras de la rizosfera de leguminosas recolectadas en Manglaralto fueron 

enviadas al Laboratorio de Suelos, Tejidos Vegetales y Aguas para su análisis 

correspondiente (Anexo 1 y 2). Según Pita (2021), el suelo de esta región presenta una 

textura franco-arcillosa y contiene un 4.4% de materia orgánica. 

2.3 Material biológico y condiciones experimentales 

El trabajo fue organizado en dos fases, una de campo donde las muestras de suelo 

(rizosférico) fueron colectadas de cultivos de leguminosas previamente establecidos en el 
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área agrícola y forrajera del Centro de Apoyo Manglaralto seguido de la fase posterior de 

laboratorio en el CEB-UPSE. 

2.3.1 Características de las leguminosas en estudio 

Se seleccionaron tres plantas al azar por cada cultivo P. lanatus, C. ternatae y A. 

pintoi, donde se extrajeron las respectivas muestras de suelo, estos cultivos están situados en 

el sector agrícola y forrajero del centro de apoyo Manglaralto, con un área aproximada de 

15 𝑚2 por parcela, constando con sistema de riego por aspersión a excepción del cultivo P. 

lanatus. que posee un sistema de riego por goteo con un área aproximado de 75 𝑚2. 

2.4 Materiales, equipos y reactivos 

2.4.1 Material de campo para recolecta de muestras 

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

siguientes: 

• Fundas Ziploc 

• Pala de jardinería 

• Pala excavadora doble 

• Machete 

• Marcador para CD 

• Cámara fotográfica 
 

2.4.2 Material de laboratorio 

Para realizar el análisis microbiológico del suelo se utilizaron los siguientes 

implementos: 

• Guantes 

• Mandil 

• Mascarilla 

• Muestra de suelo 

• Cajas Petri 

• Agua destilada 

• Alcohol 

• Libreta de apuntes 

• Espátula 
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• Pipeta 

• Porta objetos 

• Cubre objetos 

• Mechero 

• Tubos de ensayo 

• Vaso Beaker 

• Cinta Parafilm 

• Asa de platino 
 

2.4.3 Equipos de laboratorio 

• Refrigerador 

• Contador de colonias 

• Autoclave 

• Incubadora 

• Microscopio 

• Cámara de flujo laminar 

• Balanza 

• Plancha agitadora-calentadora 
 

2.4.4 Insumos y reactivos 

• Potato Dextrose Agar 

• Extracto de levadura 

• Mannitol 

• Bacto Agar 

• NaCl 

• Agua destilada 

• K2HPO4 

• MgSO4 

• H2O2 

• Reactivos para tinción de Gram 

• Azul de lactofenol 

• Rojo Congo 
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2.5 Tipo de investigación 
Esta propuesta de investigación es experimental descriptiva ya que se colectan datos 

en un momento temporal, dado que busca aislar e identificar los microorganismos presentes 

en la rizosfera de las leguminosas en el Centro de Apoyo Manglaralto. La recolección de 

muestras de suelo en cultivo permite establecer un perfil microbiológico sin manipular las 

variables del entorno natural (Soto, 2020). 

2.6 Diseño de investigación 

2.6.1 Diseño experimental 

Este estudio en campo y laboratorio incluye un muestreo aleatorio para garantizar 

que las muestras sean representativas de la diversidad de microorganismos en la rizosfera de 

las leguminosas. En el laboratorio se emplearán técnicas microbiológicas, como aislamiento 

en medios de cultivos selectivos, diluciones seriadas e identificación por microscopía; para 

su posterior caracterización, donde se considerará a cada placa Petri como una unidad 

experimental con tres repeticiones; por lo tanto, no tiene diseño experimental. 

2.7 Manejo del experimento 

2.7.1 Fase de campo 

2.7.1.1 Muestreo de suelo 

Se realizaron muestreos de suelo de tres leguminosas cultivadas en el Centro de 

Apoyo Manglaralto, para la correlación de los microorganismos presentes, se recorrió el área 

destinada a cultivos y forrajes, lugar donde se colectaron las plantas seleccionadas al azar, 

alrededor del sistema radicular. 

2.7.1.2 Muestreo de suelo rizosférico 

En la recolección de las muestras, se eliminó el material vegetativo no atribuible a la 

planta objeto de estudio, consecutivamente del suelo rizosférico se tomó las muestras 

alrededor de las tres plantas equidistantes seleccionadas al azar utilizando una pala para la 

colecta a una profundidad de 0-25 cm. Se colectaron cuatro submuestras de suelo en cada 

leguminosa seleccionada en su respectiva parcela. Se mezclaron las submuestras colectadas 

para obtener una muestra compuesta de 1kg, como se muestra en la Tabla 1. Las muestras 

se recolectaron en fundas Ziploc rotuladas como correspondía y transportadas al laboratorio 

de Ciencias Químicas y microbiológicas del CEB-UPSE. 
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Tabla 1. Plan de colecta de submuestras y muestras de cada leguminosa en el centro de 

apoyo Manglaralto-UPSE. 
 

 
 

CULTIVO 

 
 

PARCELA 

 
 

PLANTA 

 
 

SUBMUESTRAS 

 
MUESTRAS 

COMPUESTAS 

Maní forrajero P1 PT1  
 
 

 
4 

MC1 

PT2 MC2 
PT3 MC3 

Conchita azul P2 PT1 MC1 

PT2 MC2 
PT3 MC3 

Frijol pallar P3 PT1 MC1 
PT2 MC2 
PT3 MC3 

 
2.7.1.3 Fase de laboratorio 

Se inició empleando los respectivos materiales, reactivos y equipos para el análisis 

microbiológico del suelo, mediante medios de cultivo para aislar posibles bacterias tipo 

PGPR y hongos, utilizando un contador de colonia para cuantificar los aislados de cada caja 

Petri y la utilización de reactivos para las pruebas bioquímicas. 

2.7.2 Almacenamiento y conservación de las muestras 

Perero (2024) menciona que, las muestras de suelo se dejan a secar al aire libre, por 

aproximadamente 24 horas, con el fin de interrumpir los procesos biológicos y para su 

almacenamiento se utilizó la refrigeración (4°C), conservando las muestras para su posterior 

aislamiento y cuantificación de microorganismos. 

2.7.3 Esterilización de materiales 

Los materiales y medios de cultivo utilizados se colocaron en la autoclave, a una 

temperatura de 121°C por 45 minutos con la finalidad de lograr trabajar con implementos 

que estén libre de contaminación del exterior. 
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2.7.4 Preparación de muestras para aislar microorganismos 

Acorde a Zuñiga-Davila (2012), para la preparación de muestras de los 

microorganismos, se pesaron 10 gr de suelo por cada kg de muestra, después se colocó en 

un beaker o matraz los 10 g de suelo en 90 mL de solución salina (SS) al 0,85% (muestra 

madre), se repitió el proceso con las demás muestras de los sitios y leguminosas colectadas. 

Luego, se elaboraron diluciones seriadas en tubos de ensayo por triplicado 10-2, 10-3, 10-4 y 

10-5. Tomando 1 mL de la solución madre (10 -1), que se deposita en un tubo de ensayo con 

9 mL (SS al 0,85%); repitiendo el proceso hasta la dilución 10-5 (Figura 1). 
 

Figura 1. Procedimiento de la preparación de diluciones para el recuento de microorganismos. 

Fuente: Zúñiga-Dávila (2012). 
 

2.7.5 Procedimiento de preparación de medio de cultivo 

2.7.5.1 Preparación medio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA) 

Niquinga (2016) menciona que, el PDA es un medio empleado para aislar todo tipo 

de microhongos, y a su vez para realizar el conteo presente en las muestras. Por lo que se 

preparó la relación de 39 g de PDA por cada 1.000 mL de agua destilada. 

2.7.5.2 Preparación medio de cultivo (LMA) 

Se utilizó el medio de cultivo extracto de levadura manitol agar (LMA) para el 

aislamiento de bacterias rizosféricas, se preparó en un matraz de1000 mL. Se pesaron 10 g 

de Mannitol, 0.50 g Extracto de levadura, 0.50 g de K2HPO4, 0.20 NaCl, 15 g de Bacto Agar 

y 0.10 MgSO4; estos insumos se disolvieron en 1000 mL de agua destilada. Luego, se realizó 

la homogenización y esterilización del medio preparado (Perero, 2024). 
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2.7.6 Siembra de microorganismo en cajas Petri 

Se dispensaron aproximadamente 12 mL del medio de cultivo en cada caja Petri con 

su respectiva rotulación y código. Se aplicaron 100 microlitros de las diluciones 10-3, 10-4 y 

10-5 de cada muestra en cada caja Petri, con tres repeticiones. Los microorganismos se 

distribuyeron homogéneamente en el medio de cultivo utilizando la técnica de siembra en 

estría con asa de cultivo. Este procedimiento se repitió tres veces tanto para las bacterias 

como para los hongos, como se detalla en la tabla 2. 
Tabla 2. Esquema de diluciones y repeticiones. 

 
CULTIVO PARCELA MUESTRA DILUCIONES REPETICIONES 

 
 
 

 
Maní 

forrajero 

 
 
 

 
P1 

 
M1 

T1-10-3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 

T2-10-4 
T3-10-5 

 
M2 

T2-10-3 
T3-10-4 
T4-10-5 

 
M3 

T2-10-3 
T3-10-4 
T4-10-5 

 
 
 

 
Conchita 

azul 

 
 
 

 
P2 

 
M1 

T2-10-3 

T3-10-4 
T4-10-5 

 
M2 

T2-10-3 
T3-10-4 
T4-10-5 

 
M3 

T2-10-3 
T3-10-4 
T4-10-5 

 
 
 

 
Frijol pallar 

 
 
 

 
P3 

 
M1 

T2-10-3 

T3-10-4 
T4-10-5 

 
M2 

T2-10-3 
T3-10-4 
T4-10-5 

 
M3 

T2-10-3 
T3-10-4 
T4-10-5 
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2.7.7 Incubación para el crecimiento de microhongos y bacterias 

Las diluciones inoculadas en las cajas Petri fueron incubadas a una temperatura de 

28 °C, lo que proporciona condiciones óptimas para el crecimiento de los microorganismos. 

Este proceso se llevó a cabo durante un período de cinco a siete días, con el objetivo de 

evaluar la proliferación de las colonias mediante el conteo correspondiente. 

2.7.8 Pruebas para la identificación morfológica de microhongos y bacterias 

2.7.8.1 Tinción de Gram 
Se realizó el frotis de cada colonia bacteriana aislada para luego fijarla con la flama 

y cubrir con cristal violeta durante 1 minuto, se lavó ligeramente con agua destilada para 

cubrir con Lugol durante 1 minuto; a continuación se decoloró 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 mayoría de 

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

2.7.8.2 Catalasa 
Quinzo (2022) describe que, se realizó el frotis de una colonia aislada sobre un 

portaobjetos, adicionando entre una o dos gotas de peróxido de hidrógeno, para lograr 

observar la presencia o ausencia de efervescencia que confirma la existencia de esta enzima. 

2.7.8.3 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 colocó una gota de azul de lactofenol 

para la tinción, luego se montó un cubreobjeto en la platina del microscopio y se observó 

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

Para identificar los hongos se empleó el objetivo 100X, utilizando el reactivo azul de 

lactofenol y luego comparados con las claves taxonómicas. 

2.8 Parámetros a evaluar 

2.8.1 Cuantificación de microorganismos expresados UFC/g suelo seco 

Se evaluó el crecimiento de los microorganismos en los medios de cultivos 

específicos, empleando el contador de colonias para lograr cuantificarlas, acorde a Zúñiga- 

Dávila (2012). 
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2.8.2 Morfología de microorganismos 

2.8.2.1 Tinción de Gram 

Se observó en el microscopio con objetivos de 40 X y 100 X distinguiendo la 

coloración de las bacterias Grampositivas (morado) y gramnegativas (rosado), evaluando en 

porcentaje; también se registró la forma o morfología de cada una de las cepas aisladas. 

2.8.2.2 Catalasa 

Se observó la presencia de efervescencia de la enzima catalasa de cada bacteria 

aislada. Si la reacción de esta prueba es positiva se evaluó en base a la cantidad de 

efervescencia producida (MP: Muy poco; P: Poco; AB: Abundante; MA: Muy abundante). 

2.8.2.3 Uso de claves taxonómicas y tecnología IA 

Se emplearon las claves taxonómicas Finch y Flinch (1974) para identificar las cepas 

de microhongos aisladas. Adicionalmente, con las imágenes obtenidas se empleó el 

programa de inteligencia artificial ChatGPT (https://chatgpt.com/), para confirmar 

resultados. 

2.9 Análisis de los resultados 
Los resultados de los conteos de las colonias obtenidas (microhongos y bacterias) se 

procesaron en una hoja de cálculo de Excel (Microsoft) para calcular los promedios de las 

unidades formadoras de colonias (UFC/g suelo seco) y a partir de esta información se 

elaboraron tablas y gráficos. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Análisis de suelo 
Las características del suelo en las parcelas del Centro de Apoyo Manglaralto revelan 

una textura franco-arcillosa, con un pH neutro de 7.3 en el área agrícola y 7.5 en el área 

forrajera. El porcentaje de materia orgánica se sitúa en 4.4%, mientras que ambos sectores 

presentan niveles medios de nitrógeno (N) y fósforo (P), y altos niveles de potasio (K), calcio 

(Ca) y magnesio (Mg), presentados en la Tabla 3. Estos resultados son coherentes con los 

hallazgos de Granado (2021), quien destaca la relevancia del pH y la materia orgánica en la 

fertilidad del suelo y su efecto en el rendimiento agrícola. Además, el estudio indica que los 

niveles medios de nitrógeno y fósforo son adecuados para el mantenimiento de las plantas, 

lo cual concuerda con los datos obtenidos en Manglaralto. La presencia de altos niveles de 

potasio, calcio y magnesio en el suelo favorece el crecimiento vegetal, contribuyendo a 

procesos fisiológicos esenciales para el desarrollo de las plantas. 
Tabla 3. Valores del análisis del suelo obtenidas del área de leguminosas. 

 

Características del suelo Agrícola Forrajera 

Textura Franco-Arcillosa Franco-Arcillosa 

MO% 4.4 M 4.4 M 

pH 7.3 PN 7.5 PN 

Nivel de N (ppm) 16 M 16 M 

Nivel de P (ppm) 16 M 13 M 

Nivel de K (meq/100mL) 3.4 A 3.69 A 

Nivel de Ca (meq/100mL) 22.12 A 20.80 A 

Nivel de Mg (meq/100mL) 3.83 A 3.69 A 

Medio (M), prácticamente Neutro (PN), Medio (M) y Alto (A) 
 

3.2 Cuantificación de bacterias rizosféricas aisladas de cultivos de leguminosas 
Los resultados de la cuantificación de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de 

bacterias en tres especies de leguminosas (A. pintoi, C. ternatea y P. lunatus) a partir de 

diferentes muestras de suelo (M1, M2, M3) proporcionan información valiosa sobre la 

microbiota asociada a estas plantas, en la Figura 2 se presentan los resultados. 
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De manera general, el conteo de las rizobacterias fue mayor en el cultivo A. pintoi 

con 269.11, seguido de P. lunatus con 140.22 y el más bajo con 25.33 en C. ternatea, 

respectivamente. La muestra con mayor conteo fue evidenciada en la M2, con 292.67 UFC/g 

suelo seco, en A. pintoi. En contraste, en los cultivos de P. lunatus con 130 y de C. 

ternatea con 21.67 en la M3. 

La literatura indica que la diversidad y abundancia de microorganismos en la 

rizosfera de leguminosas están influenciadas por la capacidad de las plantas para secretar 

exudados radiculares que atraen a ciertos grupos microbianos. 

Prudente (2023) menciona que, C. ternatea produce menos exudados o compuestos 

que favorezcan el crecimiento bacteriano en comparación con otras leguminosas, esto podría 

explicar los bajos recuentos de UFC observados en este trabajo. 

 

 
Figura 2. Promedios de colonias bacterianas rizosféricas UFC/g suelo seco. 
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3.3 Cuantificación de microhongos aisladas de cultivos de leguminosas 
A partir de las muestras de los cultivos de leguminosas se aislaron microhongos 

rizosféricos, expresados en UFC/g suelo seco. El cultivo A. pintoi presentó los conteos más 

altos, alcanzando 44.67 en la M1, seguido de la M2 y M3 con promedio de 41.00; por otra 

parte, el cultivo de C. ternatea mostró el conteo más bajo de microhongos, con un máximo 

de 12.00 en la M2 y un mínimo de 9.67 en la M1. En comparación al P. lunatus que presentó 

un máximo de 8.00 microhongos en M3, como se observa en la Figura 3. 

En un estudio reciente realizado por Saavedra et al. (2024), indica que las 

leguminosas exhiben una alta capacidad de micorrización debido a su habilidad para 

colonizar las raíces y aumentar la población de esporas en el suelo. Este fenómeno puede 

explicar el alto conteo de microhongos en A. pintoi, a diferencia de las otras leguminosas. 

 

 
Figura 3. Promedios de la cuantificación de colonias de microhongos UFC/g suelo seco. 
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3.4 Crecimiento de microorganismos rizosfericos, en valores de pH y materia 
orgánica. 

Varios investigadores mencionan que, la relación entre el pH, materia orgánica (MO) 

y los promedios obtenidos en la cuantificación de microorganismos puede explicarse a través 

de la influencia de estos factores en la actividad microbiana del suelo. Según Córdova et al. 

(2018), un pH adecuado favorece las reacciones químicas necesarias para la mineralización 

de nutrientes, lo que promueve el crecimiento microbiano. 

Zambrano (2012) menciona que, la MO actúa como un reservorio de nutrientes y 

mejora la estructura del suelo, lo que favorece el desarrollo de las diversas comunidades 

microbianas; lo cual podría explicar los promedios obtenidos en los cultivos de A. pintoi y 

P. lunatus. Por otro lado, el menor promedio obtenido en Clitoria ternatea podría indicar 

una menor capacidad para atraer microorganismos o una menor actividad microbiana en su 

entorno rizosférico, como se muestra en las Figuras 4 y 5. Los rizobios de leguminosas del 

género Clitoria han sido relativamente poco estudiados y hasta la fecha no existen reportes 

sobre sus simbiontes asociados. 

 
Figura 4. Relación promedios de bacterias rizosféricas UFC/g suelo seco, MO y pH. 

Figura 5. Relación promedios de microhongos rizosféricos UFC/g suelo seco, MO y pH. 
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3.5 Aislamiento de cepas bacterianas 

Los resultados del aislamiento de bacterias rizosféricas en los tres cultivos de 

leguminosas muestran que P. lunatus presenta el mayor conteo con once aislados (41%), 

seguido de A. pintoi con nueve (33%) y C. ternatea con siete (26%), como se observa en la 

Figura 6. La predominancia de aislados de P. lunatus podría indicar que este cultivo crea un 

ambiente favorable para la colonización microbiana en comparación con Clitoria y Arachis 

que mostraron un conteo más bajo, a diferencia de la investigación de Mulford et al. (2012), 

el cual presenta valores mayores en cultivos forrajeros. Según Ramos et al. (2023), la 

capacidad de P. lunatus para establecer relaciones simbióticas efectivas con 

microorganismos del suelo podría ser un factor determinante en su mayor conteo de aislados, 

ya que estas interacciones son fundamentales para maximizar el rendimiento agrícola y la 

salud del suelo. 

 

 
Figura 6. Porcentajes de aislados bacterianos de la rizosfera de leguminosas procedentes del 

centro de Apoyo Manglaralto. 
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3.6 Identificación y caracterización morfo-bioquímicas de aislados bacteriano 

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante la observación macro y 

microscópicas de las cepas bacterianas aisladas se muestran en la Tabla 4. Las características 

morfológicas observadas en los aislados revelaron una notable diversidad en la textura y 

apariencia. 
Tabla 4. Caracterización fenotípica y bioquímica de cepas rizosféricas en leguminosas. 

Código Características 
morfológicas Gram Forma Catalasa 

MAP103R1A TMG + bacilos MP 
MAP103R3A TML - bacilos MA 
MAP104R2A BQMM - cocobacilos P 
MAP104R2B BL + bacilos MA 
MAP104R2C TL + cocobacilos MP 
MAP104R3A TG - cocos P 
MAP105R1A BQML - cocos MA 
MAP105R3A BQG + cocos MA 
MAP105R3B BG + cocos AB 
MCT103R1A TM - cocos MP 
MCT103R3A TG + cocos P 
MCT103R3B BQML + estreptococos MA 
MCT105R1A TMM + cocos MP 
MCT105R3A BG - cocos AB 
MCT105R3B AG + cocos P 
MCT105R3C BQG + bacilos M 
MFP103R1A TG + bacilos MA 
MFP103R2A MG + cocos MA 
MFP103R3A BG + cocos MA 
MFP103R3B BQG - cocos P 
MFP104R1A AG + cocobacilos MA 
MFP104R1B BQMM + bacilos MP 
MFP104R2A BL + cocos P 
MFP104R2B AL + cocos AB 
MFP104R3B TL + cocos MP 
MFP105R1A BM + bacilos P 
MFP105R2A BQM + cocos MP 

Transparente muy gomosa (TMG), Transparente muy ligosa (TML), Transparente muy mucosa 

(TMM), Blanquecina muy gomosa (BQMG), Blanquecina muy ligosa (BQML), Blanquecina muy 

mucosa (BQMM), Blanquecina gomosa (BQG), Blanquecina mucosa (MQM), Transparente 

gomosa (TL), Transparente ligosa (TL), Transparente mucosa (TM), Blanca gomosa (BG), Blanca 

ligosa (BL), Blanca mucosa (BM), Amarilla gomosa (AG), Amarilla ligosa (AL); Positivo (+), 

Negativo (-); Muy Poco (MP), Poco (P), Abundante (AB), Muy Abundante (MA) 
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Se identificaron varias muestras con características blanquecinas y gomosas, siendo 

las más frecuentes las que presentaban una textura blanquecina gomosa, transparente 

gomosa y blanca gomosa. Estas características coinciden con lo señalado por Sosa et al. 

(2004) donde menciona que los rizobios se caracterizan por ser blancas, blanquecinas o 

ligeramente rosadas ya que estas no absorben el Rojo Congo. Otras características como 

blanquecina muy mucosa y amarilla gomosa también se observaron, aunque en menor 

cantidad. 

La tinción de Gram mostró que un 66.7% de las muestras analizadas eran Gram 

positivas, mientras que el 33.3% resultó ser Gram negativo, dando a conocer que en la 

rizosfera de las leguminosas estudiadas predominan las bacterias Gram positivas. En base a 

lo expresado por Sosa et al. (2004), la tinción de Gram no es definitoria, pero si un medio 

para comprobar las características tintoriales de los rizobios. En cuanto a la forma de los 

microorganismos, se observó que los cocos fueron los más abundantes, representando el 

55.6% del total de muestras analizadas. En comparación a los bacilos y cocobacilos que se 

presentan en menor frecuencia. Flores y Vargas (2014), destacan que las bacterias presentan 

variaciones morfológicas, clasificándose en formas de cocos, bacilos y espirilos, lo que 

puede influir en la textura y apariencia observadas como UFC/g suelo seco en las muestras 

analizadas. 

La distribución de los resultados muestran una predominancia de microorganismos 

con actividad catalásica clasificados como "muy abundante" (MA) y "abundante" (AB), en 

un estudio realizado por Jiménez et al. (2020) indica que, las rizobacterias asociadas a 

leguminosas presentan una alta actividad catalásica, lo que sugiere su capacidad para 

descomponer peróxido de hidrógeno y contribuir al metabolismo de las plantas. Así 

mismo Morocho y Mora (2019), destacan que la actividad catalásica en microorganismos de 

la rizosfera está asociada con la capacidad de estas bacterias para mejorar la asimilación de 

nutrientes. 

3.7 Identificación de microhongos 

Los aislados fúngicos realizados a las leguminosas (A. pintoi C. ternatea y P. 

lunatus) revelaron la predominancia del género Aspergillus sp., donde se registraron 18 

cepas: cinco para A. pintoi (Aspergillus sp.), siete para C. ternatea (Aspergillus sp., 

Penicillium sp.), y seis para P. lunatus (Aspergillus sp., Penicillium sp. y Rhizopus sp.), 

como se observa en la Figura 7, 8 y 9 (Anexo 5). En conjunto, los resultados indican que la 
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A B C 

A B C 

A B C 

rizosfera de estas leguminosas alberga una comunidad microbiana diversa, lo que puede 

tener implicaciones positivas para la salud del suelo y el crecimiento de las plantas, estos 

hallazgos subrayan la importancia de considerar los microorganismos rizosféricos. Este 

hallazgo concuerda con Pereira (2014), quien indican que Aspergillus actúa como 

biocontrolador, supliendo patógenos en el suelo y promoviendo un entorno más favorable 

para el crecimiento vegetal. Además, Martín (2023) enfatiza que la identificación de otros 

géneros como Penicillium y Rhizopus también es relevante ya que la diversidad microbiana 

está influenciada por las características de cada planta, reforzando la importancia de las 

interacciones entre raíces y microorganismos. 

Figura 7. Microhongos aislados de Arachis pintoi: Aspergillus sp. A, B y C. 
 

Figura 8. Microhongos aislados de Clitoria ternatea: Aspergillus sp A y B, Penicillium sp. C. 
 

Figura 9. Microhongos aislados de Phaseolus lunatus: Aspergillus sp A, Penicillium sp B, 
Rhizopus sp. C. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones 
La identificación de microorganismos en la rizosfera de las leguminosas 

seleccionadas ha revelado parte de la diversidad microbiana, especialmente de bacterias y 

microhongos que desempeñan funciones vitales en el ecosistema del suelo. Las técnicas 

morfo-bioquímicas utilizadas han demostrado ser efectivas para aislar y caracterizar estos 

microorganismos. 

Se aislaron cepas de microorganismos de la rizosfera de las leguminosas Arachis 

pintoi Clitoria ternatea y Phaseolus lunatus, proceso que permitió identificar y obtener 

microorganismos rizosfericos que pueden ser beneficiosos para el estudio de la interacción 

entre plantas y microorganismos. 

La cuantificación e identificación de las rizobacterias y hongos realizada podría 

revelar una probable interacción entre los microorganismos con las planta y parámetros del 

suelo. Lo cual, también permitiría en un futuro próximo emplearlos como bioinsumos. 

Se identificaron 18 cepas fúngicas y 27 cepas bacterianas presentes en las muestras 

de los cultivos de leguminosas, destacando la presencia de diversas bacterias con 

características denominadas PGPR y microhongos, entre los que se incluyen Aspergillus 

sp., Penicillium sp. y Rhizopus sp. 

Recomendaciones 
A partir de los resultados del estudio realizado se recomienda lo siguiente: 

 
• Se sugiere llevar a cabo pruebas bioquímicas y moleculares adicionales para identificar 

y tipificar las cepas microbianas aisladas en este trabajo. 

• Llevar a cabo investigaciones utilizando una variedad de otros medios de cultivo 

nutritivos para el aislamiento de otros grupos microbianos como los actinomicetos. 

• Realizar pruebas para evaluar el potencial de estas cepas como bioinoculantes a nivel 

invitro y campo. 
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ANEXOS 
 

Anexo 1A. Informe del análisis de suelo del cultivo frejol pallar (Phaseolus Lunatus) del área agrícola. 
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Anexo 2A. Informe del análisis de suelo del cultivo maní forrajero (Arachis pintoi), conchita azul (Clitoria ternatea) del área forrajero. 
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Anexo 3A. Promedios UFC/g suelo seco (bacterias). 

 
Arachis pintoi Clitoria ternatea Phaseolus lunatus 
MUESTRAS 1 MUESTRAS 1 MUESTRAS 1 

 103 104 105  103 104 105  103 104 105 
R1 812 470 220 R1 46 32 26 R1 771 250 140 
R2 808 462 278 R2 45 36 27 R2 705 288 182 
R3 884 474 282 R3 46 33 29 R3 789 270 170 

PROMEDIO 834.67 468.67 260 PROMEDIO 45.67 33.67 27.33 PROMEDIO 755 269.33 164 
MUESTRAS 2 MUESTRAS 2 MUESTRAS 2 

 103 104 105  103 104 105  103 104 105 
R1 768 568 298 R1 50 41 28 R1 608 262 100 
R2 788 544 286 R2 53 43 24 R2 648 256 138 
R3 788 564 294 R3 56 40 29 R3 660 296 142 

PROMEDIO 781.33 558.67 292.67 PROMEDIO 53 41.33 27 PROMEDIO 638.67 271.33 126.67 
 MUESTRA 3  MUESTRA 3  MUESTRA 3 
 103 104 105  103 104 105  103 104 105 

R1 552 420 236 R1 52 38 20 R1 620 206 124 
R2 588 472 254 R2 56 35 21 R2 656 258 110 
R3 596 456 274 R3 53 38 24 R3 688 292 156 

PROMEDIO 578.67 449.33 254.67 PROMEDIO 53.67 37 21.67 PROMEDIO 654.67 252 130 



 

 

 
Anexo 4A. Promedios UFC/g suelo seco (microhongos). 

 
Arachis pintoi Clitoria ternatea Phaseolus lunatus 
MUESTRAS 1 MUESTRAS 1 MUESTRAS 1 

 103 104 105  103 104 105  103 104 105 
R1 49 36 22 R1 10 8 4 R1 6 3 1 
R2 45 32 20 R2 9 7 6 R2 6 3 1 
R3 40 30 24 R3 10 7 5 R3 6 3 1 

PROMEDIO 44.67 32.67 22.00 PROMEDIO 9.67 7.33 5.00 PROMEDIO 6.00 3.00 1.00 
MUESTRAS 2 MUESTRAS 2 MUESTRAS 2 

 103 104 105  103 104 105  103 104 105 
R1 43 20 15 R1 12 8 6 R1 5 2 1 
R2 40 21 19 R2 11 8 5 R2 5 2 1 
R3 40 22 18 R3 13 7 5 R3 5 2 1 

PROMEDIO 41 21 17.33 PROMEDIO 12.00 7.67 5.33 PROMEDIO 5.00 2.00 1.00 
 MUESTRA 3  MUESTRA 3  MUESTRA 3 
 103 104 105  103 104 105  103 104 105 

R1 41 30 22 R1 11 7 4 R1 8 4 1 
R2 41 34 27 R2 10 7 4 R2 8 4 1 
R3 41 33 20 R3 10 7 4 R3 8 4 1 

PROMEDIO 41 32.33 23 PROMEDIO 10.33 7 4 PROMEDIO 8.00 4.00 1.00 



 

Anexo 5A. Microhongos encontrados en las leguminosas de Manglaralto. 
 

Arachis pintoi Clitoria ternatea Phaseolus lunatus 

CÓDIGO GÉNEROS CÓDIGO GÉNEROS CÓDIGO GÉNEROS 

MAP103R2A Aspergillus sp MCT103R1A Aspergillus sp MFP103R3A Aspergillus sp 

MAP104R1A Aspergillus sp MCT103R1B Penicillium sp MFP103R3B Aspergillus sp 

MAP105R3A Aspergillus sp MCT103R2A Penicillium sp MFP103R2A Aspergillus sp 

MAP105R3B Aspergillus sp MCT104R2A Aspergillus sp MFP103R2B Penicillium sp 

MAP105R3C Aspergillus sp MCT104R2B Aspergillus sp MFP104R3A Rhizopus sp 

  MCT104R2C Aspergillus sp MFP104R3B Penicillium sp 

  MCT105R2A Penicillium sp   

 
Anexo 6. Colecta y homogenización de submuestras de la rizosfera de Leguminosas. 

 



 

 
 
 

Anexo 8A. Preparación de diluciones 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 
 

Anexo 7A. Muestras de la rizosfera de Leguminosas. 



 

Anexo 10A. Siembra de microorganismos en los respectivos medios de cultivo. 

Anexo 9A. Reactivos utilizados para la preparación de medios de cultivo. 
 

 



 

Anexo 11A. Cuantificación de microorganismos. 

 
Anexo 12A. Incubación de muestras para la propagación de microorganismos. 

 



 

 
 
 

 
Anexo 14A. Purificación de cepas rizosfericas. 

Anexo 13A. Pruebas bioquímicas. 



 

 
 
 
 

 
Anexo 16A. Microhongos aislados de las leguminosas estudiadas. 

 

Anexo 15A. Bacterias rizosfericas aisladas de las leguminosas estudiadas. 
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