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RESUMEN 

El presente estudio se enfoca en la caracterización de microorganismos que se encuentran 

presentes en la rizosfera del cultivo de Leucaena trichoides en el Centro de Apoyo Río 

Verde, ubicado en la provincia de Santa Elena, Ecuador. Esta investigación identificó tanto 

a las bacterias como a los hongos presentes en la zona radicular de las plantas de Leucaena 

trichoides que interactúan a nivel de suelo-planta. Se planteó la existencia de una diversidad 

de microorganismos que son benéficos para las leguminosas, como rizobacterias promotoras 

del crecimiento vegetal (PGPR), las cuales contribuyen a procesos importantes para las 

plantas como son la fijación de nitrógeno, la solubilización de fósforo y la producción de 

fitohormonas. Se incluye la recolección de muestras de suelo y raíces del cultivo de L. 

trichoides, seguido de análisis microbiológicos en el laboratorio para el aislamiento e 

identificación de los microorganismos. Se utilizaron técnicas de cultivo y tinción, así como 

características morfológicas y bioquímicas para la identificación de bacterias y hongos. Los 

resultados de este trabajo mostraron que en la rizosfera de esta leguminosa alberga una 

comunidad microbiana muy diversa, lo que se traduce como algo significativamente positivo 

para el suelo y las plantas; estos descubrimientos dan a entender la importancia de tomar en 

cuenta a los microorganismos rizosféricos. 

 

 

Palabras claves: bacterias, hongos, medios de cultivos, muestras de suelo 
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ABSTRACT 

This study focuses on the characterization of microorganisms present in the rhizosphere of 

the Leucaena trichoides crop at the Río Verde Support Center, located in the province of 

Santa Elena, Ecuador. This research identified both bacteria and fungi found in the root zone 

of Leucaena trichoides plants that interact at the soil-plant level. The study proposed the 

existence of a diversity of microorganisms beneficial to legumes, such as plant growth-

promoting rhizobacteria (PGPR), which contribute to important plant processes such as 

nitrogen fixation, phosphorus solubilization, and phytohormone production. The study 

included the collection of soil and root samples from the L. trichoides crop, followed by 

microbiological analyses in the laboratory for the isolation and identification of 

microorganisms. Culturing and staining techniques were used, along with morphological and 

biochemical characteristics, to identify bacteria and fungi. The results of this work showed 

that the rhizosphere of this legume hosts a highly diverse microbial community, which is 

significantly beneficial for the soil and plants. These findings highlight the importance of 

considering rhizospheric microorganisms. 

 

Keywords: bacteria, fungi, culture media, soil samples 
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INTRODUCCIÓN 

La ciencia del suelo estudia las interacciones físicas, químicas, biológicas, 

mineralógicas y taxonómicas esto con la finalidad de entender las interacciones presentes 

entre suelo y las plantas, como la conservación y liberación de nutrientes, contaminantes y 

agua en el subsistema presente entre suelo - planta (Gómez-Merino et al., 2014). La zona de 

interacción microbiana en el suelo se ve afectada directamente por la relación entre las raíces 

vivas de la planta con los microorganismos del suelo, aunque se presenten en menor 

diversidad, existe una alta tasa de actividad microbiana que determina el crecimiento, 

capacidad de supervivencia del agente vegetal y así mismo su productividad (Bojanich, 2019). 

El agua es un recurso muy importante para las interacciones que existen en la rizosfera, 

pues está directamente relacionada con la porosidad del suelo y, en cierta medida, su potencial 

está controlado por la microbiota, ya que aporta sus cualidades de retención de la humedad en 

el suelo de los cultivos (Chicaiza et al., 2023). 

Los microorganismos que colonizan la rizosfera pueden afectar el crecimiento de la 

planta de manera positiva o negativa. Las rizobacterias, por ejemplo, pueden estimular el 

crecimiento de las plantas, impactar la biología de la raíz, la nutrición, capacidad de asimilar 

ciertos elementos y ayudar a la sostenibilidad de las plantas a mediano y largo plazo 

(Pierzynski et al., 2005). En este proceso, las bacterias se pegan a las raíces creando 

estructuras que funcionan como una barrera protectora con el fin de  proteger a la planta de 

agentes patógenos, permitiendo el intercambio de nutrientes, en esta relación la planta les 

suministra glucosa que produce a través de la fotosíntesis (Cuenca, 2023). 

Avelino (2023) menciona la importancia de conocer los tipos de leguminosas 

existentes en Ecuador, pues algunas de estas sirven para la remediación de los suelos 

contaminados, ayudando a la fijación de nitrógeno en el suelo manteniendo una relación 

mutualista con cierto tipo de cultivos; por otra parte los diferentes tipos de especies forrajeras 

pueden llegar a convertirse en el principal alimento de la ganadería.  

Conforme (2021) manifiesta que, la especie Leucaena trichoides, llamada por los 

agricultores como agüia, es poco conocida. Sin embargo, existen experiencias muy buenas 

cuando se la ha utilizado en la alimentación de rumiantes con el fin de probar la producción 

de leche y ganancia de peso. Al investigar, los posibles estudios sobre los microorganismos 

de la rizosfera del suelo de L. trichoides, y los posibles beneficios de estos para aumentar el 

rendimiento de biomasa en otras especies de consumo para los animales, no existe 
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información documentada en el país y concretamente en la provincia de Santa Elena. La 

información que se posee sobre de L. trichoides está relacionada con la calidad nutricional de 

la biomasa, uso en dietas para rumiantes, necesidad de agua (Conforme, 2021; Muñoz, 2022; 

Borbor, 2023). 

El presente trabajo propone caracterizar a los microorganismos presentes en la 

rizosfera del cultivo de L. trichoides y con la información obtenida a futuro relacionar los 

beneficios que estos ofrecen al suelo y a las plantas. 

Problema Científico 

¿Existen microorganismos rizosféricos asociados al cultivo de Leucaena trichoides en 

el Centro de Apoyo Río Verde?  

Objetivos 

Objetivo General: 

• Caracterizar los microorganismos asociados a la rizosfera del cultivo de 

Leucaena trichoides en la comuna Río Verde, Provincia de Santa Elena – Ecuador 

Objetivos Específicos: 

1. Aislar y cuantificar los microorganismos asociados a la rizosfera del cultivo de Leucaena 

trichoides. 

2. Identificar mediante pruebas morfo-bioquímicas los microorganismos de la rizosfera, 

asociada al suelo del cultivo de Leucaena trichoides. 

3.  Analizar las características fisicoquímicas del suelo de la zona de cultivo de Leucaena 

trichoides. 

Hipótesis 

Existen microorganismos benéficos, como hongos y bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal (PGPR). 

 



 

 

3 

 

CAPÍTULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 Relaciones microbianas entre plantas y el suelo 

La rizosfera está determinada por las raíces vegetales y en este espacio podemos 

apreciar la máxima interacción entre microorganismos edáficos y cultivos. Por ello, el 

conocimiento de estos ambientes y la caracterización de su biodiversidad constituyen pilares 

fundamentales para lograr agroecosistemas sustentables (Salamone y Eugenia, 2011). Dado 

que las plantas poseen la capacidad de convertir de energía solar a química se han posicionado 

en lo más alto de las cadenas tróficas, suministrando a otros organismos, como rizobacterias, 

alimentos como (fotosintatos y metabolitos secundarios), a su vez les proporciona un lugar 

idóneo para habitar y un elemento esencial en el metabolismo, la respiración aeróbica celular 

(oxígeno) (Velasco-Jiménez et al., 2020). 

Las relaciones simbióticas entre la planta y su microbiota resultan en la promoción del 

crecimiento vegetal, la eficiencia en el uso de nutrientes, la tolerancia al estrés abiótico y la 

resistencia a las enfermedades (Álvarez y Camila, 2019). Uno de los factores que más influye 

en la diversidad taxonómica de la microbiota de la rizosfera es la semilla, tanto en forma 

endófita como en forma epífita. Otro aspecto que determina la diversidad taxonómica es el 

genoma o genotipo de la planta (Ortúzar, 2023). 

 Microbiota benéfica en la rizosfera  

La microbiota de una planta se compone de un microbioma núcleo común a todos los 

individuos de una variedad vegetal o especie y un microbioma variable dependiente de 

factores como el tipo de suelo, la ubicación geográfica, la estación climática y las prácticas de 

manejo de cultivo (Álvarez  y Camila, 2019). 

Las plantas poseen un lenguaje determinado para atraer a un grupo especifico de 

microorganismos y solo aquellas poblaciones podrán tener interacción con el individuo 

(planta) sin ser expulsado de la zona radicular. Por otro parte, los microorganismos se hallan 

interaccionando entre ellos mismo, lo que hace que los componentes de comunicación sea de 

gran importancia (Muñoz, 2011). 

 



 

 

4 

 

 Presencia de microbiota  

La microbiota constituye un componente esencial en los medios agropecuarios y 

forestales, tanto en actividad como en cantidad de biomasa, ayudando a la regeneración de 

nutrientes e interactuando con una amplia gama de organismos benéficos para el suelo 

(Gonzabay, 2025). 

Por su variedad metabólica, las rizobacterias pueden contribuir efectivamente en la 

mejora de la producción agrícola y la solución de dificultades medio ambientales producidos 

por los métodos empleados en la agricultura actual. Un ejemplo de estos son los géneros: 

Acidithiobacillus, Aminobacter, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, 

Burkholderia, Clostridium, Enterobacter, Gluconoacetobacter, Pseudomonas (Velasco-

Jiménez et al., 2020).  

 La rizosfera y los microorganismos del suelo  

1.4.1 Bacterias fijadoras de nitrógeno  

Por lo general, los agentes fijadores de nitrógeno representan un biofertilizante 

ecológico y se lo relaciona especialmente a los simbióticos, como Rhizobium, específicos de 

las leguminosas, que viven en el suelo y no necesitan de algún tipo de cultivo para su 

reproducción, ejemplos de estos son el Azotobacter y Azospirillum (Gelambi, 2022). 

1.4.2 Bacterias PGPR 

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), abreviado en inglés 

como Plant Growth Promoting Rhizobacteria, son bacterias asociadas al suelo que pueden 

establecerse en la rizosfera y mejorar el uso de estos nutrientes a través de los componentes 

de fijación biológica de nitrógeno y reducción de N2 a NH3 (Citys, 2021). 

1.4.3 Características principales 

Para la valoración o caracterización de una bacteria se basa principalmente en la 

morfología colonial, tomando en cuenta las siguientes características: 

• Prominencia: plana, acuminada, papilada, planoconvexa y convexa 

• Orillas: redondeado, ondulado, rizoide, espiculado y lobulado 

• Forma: puntiforme, rizoide, irregular, filamentosa y circular 

• Superficie: lisa y rugosa 
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• Tamaño: pequeña, mediana y grande 

• Transmisión de luz: opaca, traslucida y transparente 

• Consistencia: mantecosa (brillante, húmeda y traslúcida), mucoide (como moco o 

baboso) y seca (si es dura) 

• Pigmentos: color y olor   

En Santa Elena (Ecuador), L. trichoides se muestra como una especie alternativa dado 

que posee resistencia a las sequías, esto a su vez favorece el poder reforestar suelos afectados 

por la salinidad, erosión y el cambio climático, esta especie forrajeras capaz de fijar nitrógeno 

al suelo ,y  suscitar el desarrollo y resistir ciertas enfermedades y plagas (Soto et al., 2017). 

 Presencia de hongos  

Los hongos, son especies que predominan en los ecosistemas terrestres agrícolas, 

requieren de un bajo requerimiento nutricional, pero cuentan con un amplio rango de 

temperatura (25-30°C) para su desarrollo. Un ejemplo de ellos es Trichoderma, el cual posee 

una alta adaptabilidad a condiciones ecológicas y pueden crecer de manera saprofítica, 

interactúan con animales y plantas (Hernández-Melchor et al., 2019). 

 Factores asociados al crecimiento fúngico 

Diversas especies fúngicas se encuentran asociadas con la rizosfera o pueden 

relacionarse de manera endofítica con los cultivos, por lo que pueden promover la senescencia 

o muerte, o el crecimiento y desarrollo de las plantas, mediante la elaboración de auxinas y 

giberelinas; asimismo pueden originar ácidos orgánicos (glucónico, fumárico, y cítrico) 

afectando significativamente el pH del suelo y propiciar la solubilización de fosfatos, que son 

indispensables para el desarrollo y metabolismos vegetal, ejemplo de ellos tenemos a: 

magnesio, hierro y manganeso (Hernández-Melchor et al., 2019). 

 Solubilizadores de fósforo  

Los solubilizadores de fósforo son agentes se encargan de pasar el fósforo orgánico a 

formas inorgánicas para conseguir una mejor asimilación por las plantas. Los 

microorganismos que actúan en la solubilización entran el 10 % de los individuos del suelo, 

estos se encuentran en la rizosfera y algunas de sus especies son: Pseudomonas putida, 

Bacillus subtilis, Penicillium bilaji, y Aspergillus niger (Molina et al., 2013). 



 

 

6 

 

 Captadores de fósforo  

En la parte más externa del suelo se encuentran distintas reservas de fósforo, 

clasificadas como inorgánicas y orgánicas. La proporción de estas formas y su disponibilidad 

para las plantas están influenciadas por las características del suelo, como el pH, el tipo de 

plantas que crecen allí, la actividad de los microbios y la aplicación de fertilizantes (Beltrán, 

2014). 

 Promotores de crecimiento vegetal  

Las rizobacterias son un diverso grupo de bacterias que ocupan un espacio en los 

alrededores de la zona radicular de las plantas. Las bacterias y las raíces de las plantas 

interactúan de diversas formas, que pueden ser beneficiosas, neutrales o, en menor grado, 

perjudiciales. Estas relaciones son cruciales para que las plantas se adapten y crezcan bien 

(Velasco-Jiménez et al., 2020). 

1.9.1 Importancia de las leguminosas 

La Leucaena es una leguminosa arbustiva, distribuida por todo el mundo, precisamente 

en zonas tropicales, como un arbusto que se puede convertir en una de las especies importante 

para el área de la producción pecuaria, ya que se adapta a todo tipo de condiciones; algunas 

de las características de la Leucaena es su gran potencial productivo como la habilidad para 

crecer en condiciones donde haya pocas precipitaciones y suelos pobres (Muñoz, 2022). 

 Clasificación botánica de Leucaena trichoides 

Dentro del género Leucaena tenemos a la especie trichoides la cual presenta la 

siguiente taxonomía (Conforme, 2021). 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de la Leucaena trichoides  

Dominio Eukaryota 

Reino Plantae 

Filo Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida (dicotyledoneae) 

Orden Fabales 

Familia Fabaceae 

Genero Leucaena 

Especie Trichoides 
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 Relación bacterias y leguminosas (riqueza en el cultivo de Leucaena trichoides) 

La fijación del nitrógeno es un proceso secuencial en el que el di nitrógeno atmosférico 

se reduce con hidrógeno para dar amonio. Al contrario del di nitrógeno, el N reducido es una 

forma que ya puede juntar a la biosfera y ser utilizado por varios seres vivos (Mediana, 2018). 

La cantidad de N fijado por una leguminosa en un período de tiempo determinado 

depende de su rendimiento de forraje, el contenido de N del forraje y la proporción de ese N 

que se derivó de la atmósfera por simbiosis (García et al., 2021). Por su capacidad de fijar N2 

en simbiosis con rizobios, las leguminosas son excelentes colonizadoras de ambientes pobres 

en este elemento (Guamán et al., 2016). 

 Uso de medios de cultivo para cultivar microorganismos  

Esta técnica de laboratorio se emplea para multiplicar microorganismos como 

bacterias y hongos, también se la emplea para el cultivo de células o tejidos. Se basa en 

facilitar una superficie sólida, semisólida o líquida que contenga los nutrientes necesarios y 

las condiciones de pH y temperatura óptimas para el organismo que se desea cultivar, es 

crucial regular la cantidad de oxígeno y la humedad presente (Andrade, 2023). 

Tabla 2. Requerimientos para el cultivo de microorganismos.  

Agua 

Bases Nutritivas 
Peptonas, hidrolizados y digeridos 

Extractos, Infusiones y dializados 

Carbohidratos 

Azúcares  

  Agar y derivados  

Almidones 

Otros 

Sales Minerales 

(Orgánicas e Inorgánicas) 

Macroelementos (fósforo, azufre, sodio cloro, 

hierro y otros) 

Microelementos (zinc, cobre y otros) 

Colorantes e indicadores 

Factores de crecimiento 

Vitamina  

Proteína  

Otros  

Otros  Antibióticos, lípidos.  

Fuente: Rodriguez y Zhurbenko (2018) 
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 Crecimiento microbiano  

Se refiere al aumento en el número de componentes y estructuras de las células. 

Cuando una célula crece sin dividirse, aumenta su tamaño y peso. Esto está relacionado con 

moléculas específicas que cierto grupo bacteriano necesita en cantidades muy pequeñas para 

crecer, como coenzimas o sus precursores. Estas bacterias no pueden producirlas por sí 

mismas, ya que carecen de la vía metabólica completa para sintetizarlas. Este grupo también 

incluye aminoácidos y las bases nitrogenadas purinas y pirimidinas. Un caso ilustrativo es el 

del género de bacterias Brucella, que necesita biotina, niacina, tiamina y ácido pantoténico 

son elementos fundamentales para su desarrollo en el laboratorio. Haemophilus requiere como 

suplementos nutricionales los grupos hemo y nicotinamida adenina dinucleótido (Caycedo et 

al., 2021). 

 Ciclo de crecimiento microbiano, bacterias  

Según Blasco (2023), en el estudio del crecimiento bacteriano en un medio líquido, se 

pueden distinguir cuatro etapas principales: 

1.14.1 Fase de adaptación:  

Las bacterias para iniciar con su crecimiento suelen adaptar su metabolismo a las 

nuevas condiciones del entorno y a los nutrientes disponibles. 

1.14.2  Fase exponencial o logarítmica:  

Todo tipo de bacteria tiene un tiempo de generación o crecimiento, fase de infección 

y multiplicación dentro del organismo (huésped). 

1.14.3 Fase estacionaria:  

En contraste con la fase exponencial, las bacterias en esta etapa presentan un 

metabolismo distinto, caracterizado por la acumulación y liberación de metabolitos 

secundarios, los cuales juegan un papel crucial durante una infección o intoxicación. Este 

cambio ocurre cuando uno o varios nutrientes esenciales se agotan, o bien porque los 

subproductos generados en la fase exponencial vuelven el ambiente desfavorable para su 

proliferación, o debido a la presencia de otros microorganismos que limitan su desarrollo 

(Gómez, 2024; Perero, 2024). 
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1.14.4 Fase de muerte: 

Sucede cuando el número de individuos se reduce drásticamente por factores externos 

al medio. 

1.14.5 Requerimientos nutricionales para el crecimiento microbiano 

Para su desarrollo, las bacterias requieren cantidades mínimas de nutrientes como 

agua, una fuente de carbono y nitrógeno, además de algunas sales minerales. Un cultivo puro 

es aquel que contiene una única especie de microorganismo, originándose a partir de colonias 

individuales para garantizar que todos los individuos sean de la misma especie. Estos cultivos 

puros y aislados son fundamentales para investigar las funciones metabólicas e identificar los 

tipos de cepas bacterianas (Caycedo et al., 2021). 

1.14.6 Protocolos de inocuidad  

En los protocolos de inocuidad, se siguen los protocolos de asepsia más estrictos para 

evitar la contaminación de las muestras, en el cual también se encuentran las diluciones y 

medios de cultivo que se emplean en la experimentación (Zuñiga, 2012). 
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CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 Caracterización del área 

El presente trabajo de investigación se realizó en el Centro de Apoyo Río Verde - 

UPSE, en el cual se encuentra el cultivo del que se tomaron las muestras de suelo y el material 

de la rizosfera. El mismo está ubicado en la provincia de Santa Elena, (2º15’45” latitud sur, 

80º40’17” longitud oeste), a una altura de 54 msnm; topografía plana con pendiente menor al 

1 % y sus características físico - químicas del suelo tienen una textura franco arcilloso-arenoso 

con un 62% de arena, 18 % de limo y 22 % de arcilla (Figura 2). El análisis de las muestras 

se realizó en los laboratorios del Centro de Investigaciones Biotecnológicas (CEB), Facultad 

de Ciencias Agrarias, Universidad Estatal Península de Santa Elena. 

 

Figura 1. Fotografía satelital del área de estudio 

Según Ortega (2018), las condiciones climáticas de la zona son: humedad relativa: 

75%; temperatura: 16-31 °C; precipitación: verano 0.2 mm/mes e invierno 110 mm/mes; 

luminosidad: 12-13 horas luz/día. 

 

La zona del cultivo presenta precipitaciones anuales de 125 a 150 mm 

aproximadamente; en mayo – noviembre (tiempo seco) 0.02 mm/mes; humedad relativa 

promedio de 80%; temperaturas medias, máximas y mínimas de 23, 30, 27.3 y 20 °C, 

respectivamente. 
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 Materiales, equipos y reactivos 

2.2.1 Material vegetativo  

Las muestras de suelo y raíces fueron extraídas del cultivo de L. trichoides, de 4 años 

de edad, establecidas en una superficie de 700 m2 (Conforme, 2021; Muñoz, 2022). Las 

muestras de raíces noduladas fueron extraídas al azar de un grupo de 9 plantas (Zuñiga, 2012).  

 

2.2.2 Material de campo 

• Pala 

• Azadón  

• Microtubos de 1.5 ml 

• Silica gel  

• Algodón Papel periódico  

2.2.3 Material de bioseguridad para laboratorio  

• Guantes 

• Mascarilla 

• Bata  

2.2.4 Materiales y equipos de laboratorio 

• Microscopio  

• Incubador 

• Placas de Petri 

• Pipetas 

• Autoclave 

• Mecheros 

• Hisopos 

• Medio de cultivo Sabouraud y Potato Dextrosa Agar (PDA) 

• Medio de cultivo Levadura Manitol o LMA Rojo Congo 

• Toallas de papel  

• Alcohol 

 Tipo de Investigación 

El estudio se enmarcó en la investigación de tipo exploratoria y descriptiva, dado que 

se tomaron muestras de la rizosfera del suelo del cultivo de L. trichoides, para después a nivel 
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de laboratorio, aislar, cuantificar e identificar los microorganismos asociados a la rizosfera del 

cultivo. 

 

 Diseño de Investigación 

La investigación se ejecutó en dos fases:  

• Fase de campo: se realizó la toma de muestras de suelo y de la rizosfera de L. 

trichoides.  

• Fase de laboratorio: se aislaron, cuantificaron e identificaron los microorganismos 

en el suelo, acorde a Zúñiga (2012). Además, se envió la muestra de suelo al 

laboratorio, para el análisis físico - químico. 

 

 Manejo del experimento 

2.5.1 Fase de campo 

Se colectaron muestras de suelo del cultivo de L. trichoides, a una profundidad de 20 

cm, mediante un muestreo compuesto, que consistió en obtener diferentes muestras simples, 

formando cuatro submuestras para luego mezclarlas y conseguir una muestra compuesta. En 

el proceso, se eliminaron la cobertura vegetal y las piedras presentes. Por cada submuestra se 

colectó un kg de suelo y se mezclaron para obtener una muestra final de 1 kg. Todas las 

muestras fueron rotuladas y transportadas al laboratorio CEB donde se realizó el respectivo 

análisis microbiológico, y también fueron llevadas al laboratorio del Instituto Nacional de 

Investigaciones Agropecuarias (INIAP) para el análisis físico y químico, como servicio. 

De igual forma, se colectaron muestras de las raíces, de las que se extrajeron los 

nódulos para el aislamiento, cuantificación e identificación de las rizobacterias y hongos 

presentes en la rizosfera del cultivo.  

2.5.2 Fase de laboratorio  

Se realizaron dos protocolos para el aislamiento e identificación de los 

microorganismos, acorde a Zúñiga (2012). 

Los nódulos siguieron un proceso de limpieza y desinfección superficial y macerado 

usando H2O2 al 1.5% y alcohol al 2%, en los que se los sumergirán por un tiempo aproximado 

de 2 a 3 minutos aproximadamente. 
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Luego se procedió a preparar medio de cultivo LMA Rojo Congo para las rizobacterias 

y PDA para los hongos. 

Ambos medios se esterilizaron en la autoclave por 15 minutos a 121 °C a una atmosfera 

de presión. Después, en la cámara de flujo laminar se dispensaron los medios de cultivo hasta 

la solidificación. 

Para el aislamiento se tomaron 20 ul de cada dilución seriada y se procedió a sembrar 

por triplicado. Luego se rotularon, sellaron e incubaron, por 5 días, a temperatura de 25°C.  

El rayado en los medios de cultivo se los realizó en la cámara de flujo laminar con la 

finalidad de evitar que existiera contaminación en los medios de cultivo. 

Una vez que se obtuvieron las muestras del cultivo de hongos se colocaron en un 

portaobjetos con el asa platino esterilizada, se utilizó 0.05 mL de azul de lactofenol para la 

tinción, seguido se montó el cubreobjeto y se procedió a la observación en el microscopio 

óptico con los objetivos 10, 40 y 100X. 

Para identificar los hongos se utilizaron las claves publicadas por Finch y Finch (1994) 

y Barnett y Hunter (1998); se compararon las características morfológicas de los hongos 

encontrados en la superficie de los nódulos analizados. 

La identificación de las bacterias se realizó mediante análisis morfo-bioquímicas, las 

que fueron aisladas y purificadas en medios LMA y LMARC; así como la tinción Gram.  

 Conteo de los microorganismos:  

A los 5 días, para el conteo se tomaron en consideración las características físicas y 

morfo-bioquímicas:  

o Número de microorganismos: se tomó en consideración a las Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC) a nivel externo (no simbióticas) e interno 

(simbióticas) del nódulo, para las rizobacterias e igual para las colonias de hongos 

aisladas. 

o Cantidad de colonias: se empleó el contador de colonias para determinar la 

cantidad de UFC/mL de bacterias y hongos por cada dilución, en recuentos 

significativos entre 30 a 300 UFC (Cepero, 2012). 

o Forma de los microorganismos: se usaron técnicas de observación (UFC),  

microscópicas y de tinción de Gram (rizobacterias); y el azul de lactofenol 

(hongos), las cuales se identificaron con la ayuda del microscopio y las claves de 

identificación taxonómica (Barnett y Hunter, 2002). 
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o Caracterización: se evaluó acorde a la forma de la colonia, la coloración, la textura 

y formación de exopolizacáridos (moco). 

 

 Fase experimental y diseño 

El experimento no cuenta con un diseño experimental, por ser una investigación 

exploratoria y descriptiva. 

Las pruebas en el laboratorio con los aislados obtenidos por triplicado de los nódulos 

de Leucaena trichoides, se realizaron mediante conteos de las UFC aisladas de las diluciones 

seriadas desde 10-2 hasta 10-5en los que se consideró a cada placa de Petri como unidad para 

la identificación para las bacterias y hongos.  

 Identificación de bacterias y hongos  

La identificación de los rizobios de la parte externa e interna (simbiontes) presentes en 

los nódulos se realizó empleando medios de cultivo LMA Rojo Congo para las bacterias, 

mientras que, para los hongos se empleó los medios PDA y Sabouraud, añadiendo el colorante 

azul de lactofenol a cada muestra de UFC fúngica. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 Aislamiento de microorganismo en la rizosfera de Leucaena trichoides 

En el aislamiento se obtuvieron 46 aislados de los cuales 39 son bacterias rizosféricas 

y 4 aislados de bacterias simbióticas; así como 3 aislados de hongos presentes en la zona 

radicular del cultivo de L. trichoides.  

3.1.1 Microrganismos de cepas bacterianas  

Los resultados del aislamiento de bacterias rizosféricas en el cultivo de L. trichoides a 

partir de las diluciones, mostraron el mayor conteo promedio en la disolución 10-4 con 112.67 

UFC/ml mientras que, la disolución con menor conteo promedio fue 10-3 con 92.89 UFC/ml, 

Figura 2. En Microbiología existe lo que se conoce como el intervalo contable, el cual es el 

número mínimo y máximo de colonias que pueden estar presentes en una placa para el conteo 

(Pavone, 2022).  

 

 

Figura 2. Valores de los promedio de la cuantificación de las cepas bacterianas aisladas 

Según Perero (2024), la variedad y abundancia de microorganismos en la rizosfera de 

leguminosas se ve altamente influenciadas por la capacidad de las plantas para secretar 

exudados radiculares, los mismos que atraen a ciertos grupos microbianos. 
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Gómez (2024) indica que, las bacterias ayudan con la descomposición de los 

substratos, los compuestos de carbono como exudados de las raíces y los residuos de los 

desechos producidos se convierten en materia orgánica.  

3.1.2 Microrganismos simbióticos de cepas bacterianas 

De las 9 plantas se obtuvieron 297 UFC/g de nódulo, lo que indicaría la existencia de 

bacterias simbióticas en las planta de L. trichoides.  

Guale (2022) menciona que, los nódulos pueden variar su tamaño y diámetro debido a 

factores como la edad de los árboles, el clima de la zona, ejemplo de ello son los hallados en 

Río Verde, Manglaralto y La Libertad en su investigación. 

Zamora (2023) manifiesta que, los aislados pueden presentar cambios morfológicos y 

físicos probablemente causados por factores bioquímicos y fisiológicos, reduciendo las 

actividades relacionadas al nitrógeno en el período final de la floración o en la etapa de llenado 

de las vainas (fructificación). 

3.1.3 Microrganismos de cepas fúngicas 

Los resultados del aislamiento de cepas fúngicas en el cultivo de L. trichoides a partir 

de diluciones, mostraron al mayor conteo promedio en la disolución 10-4 UFC/ml, mientras 

que la disolución con menor conteo promedio fue en la 10-5, como se observa en la Figura 3. 

 

Figura  3. Promedios de la cuantificación de cepas fúngicas aisladas 
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Según Moreira (2025), las diluciones y las condiciones tanto climáticas como edáficas 

pueden afectar a la concentración de las cepas fúngicas que se presenten al momento de la 

experimentación. 

 Cuantificación de bacterias rizosféricas aisladas en el cultivo de Leucaena 

trichoides  

Los resultados del conteo fueron promediados según las unidades formadoras de 

colonias (UFC) de bacterias en el cultivo de L. trichoides a partir de diferentes diluciones y 

proporcionaron información sobre la presencia de microbiota asociada a este cultivo. La 

muestra con mayor promedio fue 10-4 planta 6 con: 140.33, en el medio de cultivo LMA Rojo 

Congo; mientras que, la muestra con menor promedio fue 10-3 planta 9 con: 72.33, como se 

muestra en la tabla 4. 

Tabla 3. Valores de la cuantificación de bacterias aisladas 

Disolución Planta Promedio 

10-2 2 85.66 

10-2 3 80.66 

10-2 4 107.66 

10-3 5 117.00 

10-3 6 116.00 

10-3 9 72.33 

10-4 4 102.33 

10-4 6 140.33 

10-4 7 113.00 

Bianco (2020) manifiesta, que existe una gran diversidad de microorganismos en la 

rizosfera de leguminosas, como es el caso de L. trichoides, influenciada por su capacidad de 

atraer a un especifico grupo microbiano. 

La nodulación en leguminosas es indispensable para la agricultura, ha sido objeto de 

muchas investigaciones por su capacidad de liberar exudados, es decir que una gran cantidad 

de especies autóctonas apenas son conocidas mientras que aún existen miles de estas que 

esperan ser descubiertas (Campa-Pérez et al., 2023). 
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El sistema radicular posee, una habilidad para secretar compuestos con una gran 

diversidad de propiedades físicas y químicas a la rizosfera, como una respuesta al estrés o 

fluctuaciones de tipo tanto bióticas como abióticas que ocurren durante su crecimiento, 

adquisición de agua, nutrientes, exudación, y subsiguiente crecimiento bacteriano (Oliveros-

Bastidas et al., 2009). 

 Cuantificación de hongos aislados en el cultivo de Leucaena trichoides  

A partir del cultivo de L. trichoides se aislaron microhongos rizosféricos los cuales 

fueron expresados en unidades formadores de colonias (UFC), los que fueron promediados. 

El valor más alto fue para 10-4, y el valor más bajo para 10-2, como se muestra en la Tabla 5. 

Tabla 4. Valores de la cuantificación de hongos aislados 

Disolución Planta Promedio 

10-2 4 54.66 

10-2 6  66.33 

10-2 7 87.66 

10-3 4 80.66  

10-3 6  85.33 

10-3 9  83.66 

10-4 1 65.66  

10-4 2  75.55 

10-4 3  95.66 

En un estudio realizado por Conforme (2021) señaló que, las plantas de L. trichoides, 

poseen un rápido crecimiento tanto radicular como foliar alcanzando hasta los 21 cm en los 

primeros 30 días, lo que significa un aumento en el crecimiento de microorganismos fúngicos 

y bacterianos en el suelo de dicho cultivo. 

Según Gonzabay (2025), la rizosfera es una zona muy rica en microorganismos 

fúngicos lo cual radica en gran medida que éstos encuentran las condiciones idóneas para su 

desarrollo siendo estas tanto condiciones climáticas como edáficas. 

Flores-Bello et al. (2008) manifiestan que, los hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA) inician el crecimiento y desarrollo vegetativo de manera eficaz; por otra parte, las 
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plantas asociadas con hongos disminuyeron considerablemente el tiempo de manejo de las 

plántulas de Leucaena en condiciones de vivero. 

Entre los ejemplares encontrados se observó la presencia de 3 agentes fúngicos entre 

los que tenemos a: Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium sp., los cuales son conocidos 

por sus capacidades de descomposición y reciclaje de nutrientes; sin embargo, el género 

Fusarium sp. también es conocido como un patógeno biológico. 

Martínez et al. (2013) mencionaron que, los hongos más conocidos por sus 

capacidades de descomposición y reciclaje de nutrientes son los del género Aspergillus sp. y 

Penicillium sp. Estas especies contribuyen a la mejora de la fertilidad del suelo al 

descomponer materia orgánica, liberando nutrientes esenciales que son aprovechados por las 

plantas como es el ejemplo de Aspergillus niger que es capaz de solubilizar fosfatos 

convirtiéndolos en nutrientes asimilables para las plantas. 

Pereira (2013) indicó que, Aspergillus sp. actúa como biocontrolador del suelo ya que 

es capaz de entregar y dispersar conidios que promueven un entorno más favorable para el 

crecimiento y desarrollo de los cultivos vegetales. 

Morales-García et al. (2016) expresa que, Penicillium sp. puedes llegar a crecer 

fácilmente como es el ejemplo de su investigación donde se sembró por medio de goteo en 

placa lo que le permitió contabilizar a Penicillium sp. en sus distintas fases de crecimiento. La 

cuenta de colonias tuvo que realizarse antes de que las colonias maduraran y obtuvieran la 

apariencia y características de Penicillium sp. 

 Identificación y caracterización morfo-bioquímicas de aislados bacterianos  

Las particularidades morfológicas vistas en los aislados mostraron una notable 

diversidad respecto a la textura y apariencia, como muestran las Figuras 4 y 5, en las que se 

observan formas de coco y bacilos, cepas mocosa y gomosa y las detalladas en la Tabla 6. 

    

Figura 4. Muestra con formas A: bacilos; B: cocos, a 100X 

A                  B 
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Figura 5. Cepas a simple vista; A: mocosa, B: gomosa 

Mediante la observación de las cepas se identificaron varias muestras con 

características blanquecinas gomosas siendo las más frecuentes, Figura 6, y las que 

presentaban una textura transparente mucosa se presentó en baja cantidad, lo que coincide con 

el estudio realizado por Sosa y Elías (2024). 

 

 

Figura 6. Cepa con características blanquecina gomosa  

Los mismos autores sugieren comprobar la verdadera identidad de las cepas aisladas 

y llevar a cabo pruebas en invernadero y en condiciones de campo. Esto permitirá identificar 

con mayor precisión las cepas con mayor potencial para la elaboración de inoculantes. 

Los datos obtenidos mediante la tinción de Gram arrojaron una composición 

microbiana en la rizosfera de las leguminosas estudiadas caracterizada por una mayoritaria 

presencia de bacterias Gram positivas (66.7%), en contraposición a una menor proporción de 

bacterias Gram negativas (33.3%), Tabla 6. Esto evidencia la predominancia de las bacterias 

Gram positivas en el entorno radicular de estas leguminosas (Sosa y Elías, 2024). 

Velasco-Jiménez et al., (2020) indica que, las rizobacterias ligadas a leguminosas 

poseen una elevada actividad respecto a la reacción con catalasa, lo que implica su habilidad 

para descomponer el peróxido de hidrógeno y, por lo tanto, participar en los procesos 

metabólicos de las plantas. 

A          B 
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Los resultados de estudio coinciden con los de Orrala (2025), al encontrar que en su 

totalidad las cepas observadas corresponderían al grupo de bacilos Gram positivos, las cuales 

fueron confirmadas mediante tinción de Gram. En la observación microscópica se identificó 

formas bacilos y cocos, como se aprecia en la Tabla 5. 

Tabla 5. Caracterización morfo-bioquímicas de las cepas bacteriana aisladas del cultivo 

L. trichoides 

Código Característica morfológica Gram Forma 

LTRV-P1-R1-M1 Blanquecina Gomosa + Cocos 

LTRV-P2-R3-M2 Blanquecina Ligosa + Cocos 

LTRV-P3-R2-M3 Blanquecina Gomosa + Bacilos   

LTRV-P4-R2-M4 Blanquecina Gomosa + Bacilos  

LTRV-P5-R3-M5 Blanquecina Gomosa + Cocos 

LTRV-P6-R3-M6 Transparente Mucosa + Bacilos 

LTRV-P7-R1-M7 Blanquecina Ligosa - Bacilos 

LTRV-P8-R1-M8 Blanquecina Gomosa + Cocos 

LTRV-P9-R2-M9 Blanquecina Gomosa + Bacilos 

LTRV-P3-R2-M10 Transparente Mucosa  + Cocos 

LTRV-P5-R3-M11 Blanquecina Ligosa - Cocos 

LTRV-P7-R1-M12 Transparente Mucosa + Bacilos 

LTRV-P9-R2-M13 Blanquecina Gomosa + Cocos  

LTRV-P1-R3-M14 Blanquecina Ligosa + Bacilos 

LTRV-P3-R2.M16 Blanquecina Gomosa + Cocos 

LTRV-P8-R1-M17 Transparente Mucosa + Cocos 

LTRV-P9-R3-M18 Blanquecina Ligosa + Bacilos 

LTRV-P6-R1-M19 Blanquecina Gomosa + Cocos  

LTRV-P1-R3-M20 Blanquecina Gomosa - Bacilos 

LTRV-P3-R1-M21 Transparente Mucosa  + Cocos 

LTRV-P8-R1-M22 Blanquecina Ligosa + Cocos 

LTRV-P9-R2-M23 Transparente Mucosa - Bacilos 

LTRV-P5-R1-M24 Blanquecina Gomosa + Cocos  

LTRV-P6-R3-M25 Blanquecina Ligosa + Bacilos 

LTRV-P2-R3-M26 Blanquecina Gomosa - Cocos 

LTRV-P1-R1-M27 Transparente Mucosa + Cocos 

LTRV-P3-R2-M28 Blanquecina Ligosa + Bacilos 

LTRV-P9-R1-M29 Blanquecina Gomosa - Cocos  

LTRV-P8-R3-M30 Blanquecina Gomosa + Bacilos 

LTRV-P8-R1-M31 Transparente Mucosa  + Cocos 

LTRV-P7-R1-M32 Blanquecina Ligosa + Cocos 

LTRV-P8-R1-M33 Transparente Mucosa - Bacilos 

LTRV-P5-R2-M34 Blanquecina Gomosa + Cocos  

LTRV-P3-R2-M35 Blanquecina Ligosa + Bacilos 

LTRV-P4-R3-M36 Blanquecina Gomosa + Cocos 

Abreviaturas: Positivo (+), Negativo (-). 

Culqui (2023) declara que, las bacterias presentan un buen desarrollo en 

concentraciones altas de salinidad, lo que se entiende como algo favorable para los cultivos 

en suelos salobres, como es el caso de los suelos de la Península de Santa Elena. 
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Villota-Calvachi et al. (2022), manifiestan que, las bacterias, se desarrollan con mayor 

facilidad a un pH cercano a la neutralidad o levemente alcalino, pero la gran mayoría toleran 

un pH que oscilan entre 5 y 9. 

 Identificación de microhongos  

Los aislados fúngicos del cultivo de L. trichoides revelaron la predominancia de los 

géneros Penicillium sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp., observados en las Figuras 4 y 5. 

Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por (Gómez, 2024; Perero, 2024). 

Se registró un total de 14 cepas de Penicillium sp., mientras que, el género Aspergillus 

sp., se registró un total de 12 cepas; y Fusarium sp., un total de 10 cepas.  

Como se observa, los resultados de este trabajo muestran que en la rizosfera de esta 

leguminosa alberga una comunidad microbiana muy diversa, lo que se traduce como algo 

significativamente positivo para el suelo y las plantas; estos descubrimientos dan a entender 

la importancia de tomar en cuenta a los microorganismos rizosféricos.  

Este hallazgo concuerda con Álvarez y Camila (2019) quienes indican que, la 

biodiversidad de los microorganismos es fundamental para el crecimiento y las interacciones 

que se presenta entre el suelo y las plantas. Así como también Soto et al. (2017) evidenciaron 

la presencia de rizobacterias al interior de los nódulos de L. leucocephala.  

 

 

 

Figura 4. Microhongos aislados; A en diluciones 10-3 la cepa manifestó la presencia de 

conidióforos y cadenas de conidios; B en la disolución 10-5 presento Penicillium sp.; C en la 

disolución 10-4 presento Aspergillus sp.  

 

A                               B                                  C 



 

 

23 

 

 

Figura 5. Microhongos aislados; A en diluciones 10-2 presento Fusarium sp; B en la 

disolución 10-5 presento aspergillus niger sp.; C en la disolución 10-3 presento Aspergillus sp. 

  

Según Lezcano et al. (2010), los caracteres morfológicos de los aislamientos 

observados, en un estudio realizado, fueron esporangióforos los cuales tenían una medida 

aproximada de entre 30-34 µm de ancho por 900-3 100 µm de largo, presentaban un color 

pardo claro, simples, muchas veces se muestran en grupos, a partir de estolones y rizoides 

opuestos; el mismo autor menciona que las características de los microorganismos constituyen 

una herramienta muy importante para la identificación de los mismos empleando claves 

taxonómicas.  

 Características físicas de suelo del sitio de muestreo de los microorganismos 

rizosféricos de Leucaena trichoides 

Las características del suelo en el cultivo L. trichoides del Centro de Apoyo Río Verde, 

acorde al análisis, presentó una textura franco-arcillosa, con un pH prácticamente neutro, 

mientras que el suelo presenta niveles bajos de nitrógeno (N) y fósforo (P), y altos niveles de 

potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg), detallados en la Tabla 6.  

Se destaca la relevancia de macro y micronutrientes respecto a la fertilidad del suelo y 

el rendimiento agrícola, factor importante en la composición de suelo (Julca-Otiniano et al., 

2006). 

La textura de suelo encontrado, acorde a Moreira (2025), textura franco-arcillosa, 

indica una adecuada retención de humedad y nutrientes, un suelo significativamente positivo 

respecto a una adecuada retención de humedad y nutrientes lo que a su vez favorece el 

desarrollo radicular de los cultivos. 

 

A                                   B                                   C 
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Tabla 6. Características del análisis de suelo 

Características del suelo Leucaena trichoides Interpretación  

Textura Franco – Arcillosa -- 

pH 7.3 a 6.8 PN  

N (ppm) 6.98 a 9.31 B  

P (ppm) 2 a 5 B  

K (ppm) 251 a 329 A 

Ca (ppm) 4523 a 4214 A 

Mg (ppm) 193 a 671 A 

Abreviaturas: B (bajo); A (alto); PN (prácticamente neutro); PPM (partes por millón) 

Las características de suelo de Río Verde coinciden con las de Cruz (2019), quien 

manifiesta que predomina la clase Franco arcillo – arenosa, de pH prácticamente neutro, con 

un contenido medio - bajo de materia orgánica (MO), lo que podría incidir en el retraso 

fisiológico y fenológico de las plantas. 

Por otra parte, los altos niveles de potasio, calcio y magnesio en el suelo favorece el 

crecimiento vegetal, ayudando a métodos fisiológicos principales para el desarrollo de las 

leguminosas (Álvarez y Camila, 2019). 

Hernández et al. (2003) manifiesta que, para las condiciones evaluadas no existe una 

relación dependiente entre el tipo de suelo y la frecuencia de aparición de los géneros 

microbianos, esto se explica teniendo en cuenta las características que presenta el suelo 

estudiado. 

En el caso de las leguminosas estas características ayudan con los procesos 

metabólicos en los que están involucrados bacterias y hongos en simbiosis (Soto et al., 2017). 

Daza y Osorio (2011) indica que en los numerosos trabajos se han reportado hasta el 

momento da a conocer la capacidad que presentan las raíces para establecer relaciones 

simbióticas con microorganismos como los hongos micorrizales. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Conclusiones  

El aislamiento de los microorganismos de la rizosfera de L. trichoides permitió 

cuantificar e identificar microorganismos benéficos, al hongo Penicillium y la totalidad de los 

aislados identificaron como bacterias PGPR, que acorde a varios investigadores forman parte 

de las interacciones que existen entre el suelo y este cultivo. 

La identificación de las rizobacterias externas e internas al nódulo del cultivo de L. 

trichoides encontrada en el suelo mediante el uso de técnicas morfo-bioquímicas ayuda a 

conocer que bacterias asociadas a este cultivo favorecen el crecimiento de las plantas. 

Las características fisicoquímicas del suelo de la zona de cultivo de L. trichoides, 

permitirá comparar a futuro si han existido variaciones en los macro y microelementos.  

Recomendaciones  

A partir de las derivaciones obtenidas del estudio realizado se recomienda lo siguiente: 

• Para una identificación y clasificación más precisa de los microorganismos 

encontrados en este estudio, sería recomendable realizar análisis bioquímicos 

y moleculares complementarios, incluyendo las características del cultivo 

como floración, sintomatología (enfermedades), caracterización nódulos y 

fructificación. 

• Se propone explorar el uso de diversos medios de cultivo enriquecidos para 

lograr el aislamiento de otros grupos microbianos, como los actinomicetos. 

• Es importante llevar a cabo experimentos tanto en condiciones de laboratorio 

(in vitro) como en entornos reales (campo) para determinar si estas cepas tienen 

potencial como bioinoculantes. 
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ANEXOS 

Figura 1A. Resultados del análisis realizado por INIAP 

 

 

Figura 2A. Resultados del análisis realizado por INIAP 

 



 

 

 

 

Figura 3A. Resultados del análisis realizado por INIAP 

 



 

 

 

 

 

Figura 4A. Cultivo de Leucaena trichoides

 

 

Figura 5A. Toma de muestras de raíces de Leucaena trichoides 

   



 

 

 

 

 

Figura 6A. Nódulos de Leucaena trichoides

 

 

Figura 7A. Nódulos de L. trichoides en microtubos con gel de Silica 

 



 

 

 

 

 

Figura 8A. Preparación de medio de cultivo 

 

Figura 9A. Medio de cultivo LMA Rojo Congo 

 



 

 

 

 

Figura 10A. Diluciones nodulares del cultivó de L. trichoides 

 

Figura 11A. Plaqueo de medio de cultivo en cámara de flujo laminar 

 



 

 

 

 

Figura 12A. Purificación de cepas bacterianas 

 

Figura 13A. Roturación de cajas de Petri 

 



 

 

 

 

 

Figura 14A. Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) 

 

Figura 15A. Cepas bacterianas aisladas 

 

Figura 16A. Cepas fúngicas aisladas 

 



 

 

 

 

Figura 17A. Medio de cultivo potato dextrosa agar (PDA) 

 

Figura 18A. Proceso de tinción de muestras 

 



 

 

 

 

Figura 19A. Observación y reconocimiento de cepas 

 

Figura 20A. Bacterias observadas bajo el microscopio 

 

  



 

 

 

 

Figura 21. Hongo observado bajo el microscopio 

 

Figura 22A. Cepa fúngica a simple vista 
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