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Aislamiento y caracterizacion morfoldgica, bioguimica y fisiologica
de microorganismos rizosféricos provenientes de suelos agricolas de

la provincia de Loja



2. RESUMEN

Los microorganismos rizosféricos benéficos se destacan por incrementar la disponibilidad de
nutrientes, producir hormonas y proteger a las plantas frente a estreses bioticos y abidticos. El
objetivo del presente trabajo fue caracterizar microorganismos rizosféricos aislados de suelos
agricolas de la provincia de Loja con la finalidad de seleccionar cepas promisorias de interés
como bioinoculantes. Se recolectaron muestras de suelo de cultivos horticolas (1 kg por cada
sitio) de las zonas mas representativas de los cantones Zapotillo, Macara, Saraguro y Loja
mediante un muestreo aleatorio simple y luego se transportaron al Centro de Biotecnologia de
la Universidad Nacional de Loja. Para el aislamiento de microorganismos rizosfericos se
realizaron diluciones seriadas de cada muestra de hasta 10" % y 10" % y se sembraron por
triplicado en placas de Petri con Agar Nutriente para bacterias y Rosa de Bengala para hongos
y se incubaron a 26 °C y 28 °C durante 48 y 72 horas respectivamente, luego, se procedi6 a
purificar los microorganismos que presentaron caracteristicas morfo-culturales de interés.
Después del periodo de incubacién determinado y con relacion a los resultados de la cinética
de crecimiento se conservé los aislados bacterianos en glicerol (20 % y 100 %) y los aislados
fangicos en agua destilada estéril para su posterior caracterizacién morfoldgica, bioquimica 'y
fisiologica. En todos los casos se evidencié caracteristicas de interés por parte de los aislados
rizosféricos como motilidad, catalasa positiva, solubilizacion de fosfatos, actividad celulolitica,
produccién de sideroforos, fijacion bioldgica de nitrogeno y produccion de acido indol-3-
acético, en las cuales se destaca la cepa MA3 procedente del canton Macara. Por tanto, estos
resultados promisorios sientan las bases para la seleccion adecuada de cepas con capacidad
para promover el crecimiento de las plantas que pudieran ser una alternativa a la fertilizacion

quimica en cultivares de interés agricola.

Palabras claves: Microorganismos rizosféricos, cinética de crecimiento, crioconservacion,
motilidad, solubilizacion de fosfatos, produccién de sideroforos, Azotobacter, Azospirillum,

Pseudomonas y Penicillium sp.



2.1. ABSTRACT

Beneficial rhizospheric microorganisms are noted for increasing nutrient availability,
producing hormones and protecting plants against biotic and abiotic stresses. The objective of
this work was to characterize rhizospheric microorganisms isolated from agricultural soils of
the province of Loja in order to select promising strains of interest as bioinoculants. Soil
samples of horticultural crops (1 kg per site) were collected from the most representative areas
of the Zapotillo, Macara, Saraguro and Loja cantons by simple random sampling and then
transported to the Biotechnology Center of the National University of Loja. For the isolation
of rhizospheric microorganisms, serial dilutions of each sample of up to 10" 2 and 10" 4 were
made and sown in triplicate in Petri dishes with Nutrient Agar for bacteria and Rose Bengal for
fungi, incubated at 26 °C and 28 °C for 48 and 72 hours respectively, then, the microorganisms
that presented morpho-cultural characteristics of interest were purified. After the determined
incubation period and in relation to the results of the growth kinetics, the bacterial isolates were
preserved in glycerol (20 % and 100 %) and the fungal isolates in sterile distilled water for
subsequent morphological, biochemical and physiological characterization. In all cases, the
rhizospheric isolates showed interesting characteristics such as motility, positive catalase,
phosphate solubilization, cellulolytic activity, siderophore production, biological nitrogen
fixation and indole-3-acetic acid production, with the MA3 strain from the Macara canton
standing out. Therefore, these promising results lay the groundwork for the selection of strains
with the ability to promote plant growth that could be an alternative to chemical fertilization in

cultivars of agricultural interest.

Key words: Rhizospheric microorganisms, growth Kkinetics, cryopreservation, motility,
phosphate solubilization, siderophore production, Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas

and Penicillium sp.



3. INTRODUCCION

Los microorganismos con capacidad de promover el crecimiento vegetal son usados para la
fabricacion de productos bioldgicos conocidos como bioinoculantes que ayudan a incrementar
la produccién y aportan a la recuperacion de los suelos (Rodriguez et al., 2020). Los géneros
mayormente utilizados en la elaboracion de bioinoculantes son Azotobacter, Azospirillum y
Pseudomonas debido a su capacidad para fijar nitrégeno de la atmdsfera, solubilizar fosfatos y
sintetizar hormonas como el acido-indol-3-acético (Hidayah et al., 2021). Ademas, se ha
demostrado que las comunidades bacterianas de Azotobacter, Azospirillum y Pseudomonas
producen un efecto benéfico en el crecimiento y sanidad de las plantas (Meléndez et al., 2016).

Las funciones directas de los microorganismos rizosféricos son: actuar como antagonistas para
el control de fitopatdgenos en los diferentes cultivos, estimular la germinacion de las semillas,
producir siderdéforos, degradar la celulosa, promover el enraizamiento, incrementar la
disponibilidad de nutrientes y proteger la salud frente a estreses bidticos y abiéticos (Condori
et al., 2019; Velasco et al., 2020; Cisneros y Sanchez, 2015; Alvarez et al., 2020). En general,
las investigaciones con enfoque en la diversidad genética y fisiologica de los microorganismos
rizosféricos son una alternativa viable en la agricultura sostenible enfocada a una produccion

bioldgica, ecoldgica y econdmica (Hidayah et al., 2021).

En el pais, se comercializan bioinoculantes a base de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal, sin embargo, al aplicarlos en campo la respuesta no siempre es favorable
debido a su resiliencia de origen a donde son aplicados con condiciones edafoclimaticas
diferentes (Escobar et al., 2011). En Ecuador poco o nada se realizan aislamientos e
identificaciones de microorganismos benéficos, y se conoce poco acerca de la compatibilidad,
especificidad y eficacia de los microorganismos rizosféricos en el incremento de biomasa y
fijacion de nitrogeno con su planta hospedera (Alvarez et al., 2018), asi como el crecimiento y

rendimiento con cultivos horticolas (Hernandez et al., 2022; Chanway et al., 2014).

Ademas, no se dispone de inoculantes nativos para garantizar las necesidades nutricionales de
estos cultivos mediante métodos sostenibles. Los esfuerzos se han centrado en la bisqueda de
alternativas para incrementar los rendimientos agricolas, mediante métodos convencionales,
con la aplicacion desmesurada de fertilizantes quimicos, que ademas de costosos pueden

significar una fuente de contaminacion a los suelos y las aguas (Sulieman y Tran, 2015).



En este contexto, es necesario estudiar la diversidad bioldgica de microorganismos benéficos
del suelo y su interaccién con cultivos importantes de la region. Ello permitiria contar con una
coleccidn de microorganismos promisorios para el desarrollo de inoculantes. Su incorporacion
a la produccion de cultivares horticolas y otros de interés, garantizaria la implementacion de
una estrategia sostenible y amigable con el ambiente. Igualmente, se podria reducir la
aplicacion de fertilizantes quimicos, ahorrar considerables sumas de divisas al pais por
concepto de importacion de fertilizantes, mejorar la salud del suelo por un mayor aporte

bioldgico y lograr el incremento de los rendimientos agricolas en la regién sur del Ecuador.

Teniendo en cuenta estos aspectos, la siguiente pregunta de investigacion fue: ;Cudles son las
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas de los microorganismos rizosféricos

provenientes de suelos agricolas de la provincia de Loja?

Para dar cumplimiento al propoésito de la investigacion, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

e Caracterizar microorganismos rizosféricos provenientes de suelos agricolas de la

provincia de Loja para seleccionar cepas promisorias de interés como bioinoculantes.

Objetivos especificos

e Obtener un cepario de microorganismos rizosféricos provenientes de suelos agricolas

de la provincia de Loja para su evaluacion e identificacion.

e Caracterizar tanto morfoldgica, bioguimica y fisiologica los microorganismos aislados
de la rizésfera de suelos agricolas de la provincia de Loja como cepas de interés para

inoculantes bioldgicos.



4. REVISION DE LITERATURA
4.1. Técnicas microbiologicas
4.1.1. Aislamiento de microorganismos de interés agricola

Las técnicas de aislamiento permiten la obtencion de microorganismos a partir de muestras
completas, ya sea de suelo, agua o alimentos. Ademas, ayudan a verificar la pureza de los
cultivos obtenidos, pues es indispensable para identificar las caracteristicas morfoldgicas,

fisioldgicas, bioquimicas y moleculares de los microorganismos (Carlina et al., 2021).

Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en laboratorio para realizar el aislamiento de microorganismos
de interés agricola permiten separar individuos, de esta manera, cada célula forma una colonia
visible macroscdpicamente al multiplicarse (Rubio et al., 2015). De acuerdo con Sanz (2011)

los medios de cultivo se clasifican de la siguiente manera:

1. Medios selectivos: permiten crecer un solo tipo de microorganismos.

2. Medios diferenciales o indicadores: permite identificar una actividad metabdlica por
cambio de estado o color de un determinado microorganismo.

3. Medios de transporte: traslada muestras bioldgicas y las mantiene viables.

4. Medios de enriguecimiento: proporciona nutrientes, condiciones ambientales y

favorecen el desarrollo de un microorganismo en particular.

Meétodos de aislamiento

Sanz (2011) afirma que el método a utilizar ya sea para la siembra, inoculacion, o incluso
resiembra, dependen especificamente de las caracteristicas de las muestras, debido a esto,
existen diversas técnicas de siembra o inoculacion, algunas de ellas, se enumeran a

continuacion:

1. Siembra del indculo en medio liquido y siembra por dilucién.

2. Siembra del indculo en medio sélido (técnica de Barry, Asa de Digrasky, Agotamiento
por estria, técnica de los cuatro cuadrantes, técnica de los tres giros).

3. Siembra del in6culo en tubo (siembra por estria en tubos con medio solido inclinado,
siembra por picadura, siembra por picadura y estria).

4. Siembra en placa por estria cultivos puros.



4.1.2. Principales pruebas para la caracterizacion de microorganismos de interés

agricola

La identificacion de microorganismos permite determinar a qué especie pertenece un aislado,
para ello, se debe seguir un proceso comparativo entre las caracteristicas de la cepa obtenida
con la descripcion que tradicionalmente manifiesta una especie definida, por ejemplo, las
claves taxonémicas mas utilizadas en la identificacion de hongos es la descrita por Barnett y
Hunter en el afio 1998, mientras que para la identificacion de bacterias generalmente se utiliza
Bergey’s Manual segunda edicion escrita en el afio 2005. Por su parte, la caracterizacion de
microorganismos rizosféricos en laboratorio se puede realizar a través de diversas pruebas,

tanto a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico o molecular (Morejon y Pardo, 2008).

Caracterizacion morfoldgica de microorganismos

Morfolégicamente, las bacterias varian en algunos aspectos, como tamafio, color, forma,
bordes, elevacion, superficie, consistencia, pigmentacion, olor, presencia y disposicion de
flagelos, forma de las células (esféricas o cocos, alargadas o bacilos y curvadas o espirilos),
presencia de endosporas y tincion de Gram, entre otras., en el caso de la caracterizacion
morfoldgica y taxondmica de las bacterias la coloracion Gram es basica y es empleada para
diferenciarlas en dos grupos, las Gram (+) y Gram (-). En el caso de ser una bacteria Gram (+),
se obtienen células de tonalidad violeta, sin embargo, en Gram (-) se observan células de
tonalidad rojiza (Carrasco et al., 2020).

En el caso de los hongos, los aspectos a considerar son el color del micelio, el tipo de
crecimiento, ausencia o presencia de septos, pigmentos, fibulas, ausencia o presencia de
fialides, clamidosporas, ascas, basidios, esporangios, rizoides, conidiéforos y conidios de

acuerdo con Barnett y Hunter (1998).

Caracterizacion bioquimica de microorganismos

A nivel bioquimico, las pruebas generalmente aplicadas son: distintos niveles de temperatura,
crecimiento en condiciones anaerdbicas, actividad oxidasa, peroxidasa, catalasa, produccion
de acidos a partir de la degradacion de diferentes azUcares, utilizacion de diferentes fuentes
carbonadas, hidrolisis de caseina, esculina, gelatina, caseina, etc., (Carrasco et al., 2020).



Caracterizacion fisioldgica de microorganismos

A nivel fisiologico, Escobar et al. (2011) afirmaron que las pruebas mas utilizadas para
caracterizar e identificar microorganismos es evaluar la capacidad de los mismos para fijar
nitrégeno, producir hormonas como el acido indolacético, solubilizar fésforo inorganico,

solubilizar potasio, evaluar su capacidad celulolitica, produccion de siderd6foros, entre otros.

4.1.3. Crioconservacion de microorganismos de interés agricola
Crecimiento microbiano

Matheus et al. (2016) afirman que el crecimiento y viabilidad de los microorganismos se
encuentra determinada por factores ambientales, nutricionales y por las condiciones de
laboratorio, si los factores son ideales, es posible predecir una curva de crecimiento de tipo
sigmoidal caracteristica de cada especie microbiana. Por lo general, la curva acostumbra a

dividirse en 4 partes (Figura 1):

\D

Numero de células/mL
=

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento microbiano (Cobas et al., 2007).

A. Fase de latencia o de adaptacion: no existe division celular, ya que en esta etapa la
célula sintetiza nuevos componentes.

B. Fase de crecimiento exponencial: la masa bacteriana crece hasta que se agotan los
nutrientes, es el punto maximo del crecimiento.

C. Fase estacionaria: el crecimiento de la poblacion se vuelve constante y la curva
horizontal. En esta fase, los nutrientes del medio de cultivo se agotan.

D. Fase de declinacion o muerte: la poblacion empieza a decrecer por la acumulacion de

residuos tdxicos y por la falta de nutrientes.



Conservacién de cepas microbianas

Garcia y Uruburu (2012) mencionan que la conservacion microbiana es una técnica muy
utilizada ya que por un periodo de tiempo determinado permite mantener la viabilidad de los
microorganismos hasta en un 80 % sin alterar su estructura morfoldgica, fisiologica o genética.
Sin embargo, para que la conservacion tenga éxito debe cumplir con 3 objetivos fundamentales,
es decir, que el cultivo sea puro, supervivencia de al menos el 70 % de las células, y que
permanezcan genéticamente estables. Existen varios métodos de conservacién microbiana,

pero para un mejor estudio se agrupan en tres categorias, las cuales se detallan a continuacion:

A. Métodos de eleccion o de conservacion a largo plazo

La técnica consiste en paralizar el crecimiento de las células microbianas, de esta manera, se
garantiza la estabilidad genética ya que evita la aparicion de nuevas generaciones. En la
actualidad, es el mejor método a emplear, sin embargo, no se debe descartar un cambio en las
células originado por el proceso preparatorio. En este grupo, Garcia y Uruburu (2012)
mencionan que los métodos de conservacion son dos: crioconservacion y liofilizacion.
Congelacion: cuando las células no disponen de agua en forma liquida no existe crecimiento
microbiano, bajo este concepto, en esta técnica las células se congelan en suspension con un
agente crioprotector. Sin embargo, existen factores como la edad de las células, velocidad de
congelaciéon y descongelacion, temperatura de almacenamiento y el empleo de agentes
crioprotectores que influyen en la viabilidad y estabilidad de las células, ante ello, se
recomienda utilizar células en su fase exponencial y células maduras para los microorganismos
que tienen la capacidad de esporular, por otro lado, es preferible que el cambio de temperatura
sea rapido ya sea para congelacion o descongelacion y que se mantengan minimo a— 70 °C en
tubos de plastico esterilizables con agentes crioprotectores como el glicerol a una
concentracion del 15 % al 20 % (Garcia y Uruburu, 2012).

Liofilizacion: la técnica consiste en quitar el agua mediante la liofilizacion y gracias a esto la
estabilidad genética es alta, ademas, permite el transporte y almacenamiento de las cepas ya
que puede mantenerse en temperatura ambiente (18 °C — 20 °C), sin embargo, su proceso es
mas complicado que en la congelacién y existen mas factores que influyen en la eficacia de la
conservacion, por ejemplo, el tipo de microorganismo, concentracion celular, temperatura
durante la sublimacion, grado de deshidratacion alcanzado, atmosfera del tubo y las
condiciones de almacenamiento (Garcia y Uruburu, 2012).



B. Métodos alternativos

Generalmente se los utiliza cuando no se pueden emplear los métodos de eleccion antes
mencionados, ya sea por la carencia de los equipos o bien porque la cepa microbiana no resiste
a los tratamientos. Existen dos métodos alternativos que se pueden emplear, la conservacion
por transferencia periddica y la conservacion por suspension en agua destilada o en agua de

mar estéril.

Conservacion por transferencia periddica: consiste en guardar la cepa microbiana en el
medio de cultivo que ha crecido inicialmente a una temperatura de 4 °C a 8 °C, sin embargo,
no es recomendable utilizar este método ya que las células activas excretan productos toxicos
del metabolismo que provocan el envejecimiento y muerte celular, ademds, existe una
alternancia de generaciones por el tiempo de almacenamiento lo que puede provocar una

pérdida en sus caracteristicas predominantes (Garcia y Uruburu, 2012).

Conservacion por suspension en agua destilada o en agua de mar estéril: es un método
recomendado para hongos, levaduras y algunas bacterias, su técnica consiste en suspender en
agua esteéril cierta cantidad de células de microorganismos a conservar y su concentracion no

debe superar a 10* células/mL (Garcia 'y Uruburu, 2012).

C. Métodos restringidos
Por lo general, se utilizan estos métodos cuando no es posible aplicar la conservacion con los
anteriormente mencionados, 0 en su defecto, cuando se requiere mantener a microorganismos
bacterianos como Spirillum o Rhodospirillum (Garcia y Uruburu, 2012). Su técnica consiste en
la eliminacion del agua disponible para las células y existen cuatro grupos en esta categoria,

los cuales son:

Desecacion en papel filtro: se utiliza un papel absorbente con una solucién muy densa de

células y se deja secar al aire libre en condiciones estériles.
Desecacion en suelo, arena o silicagel: se afiaden células a estos sustratos y luego se protegen.

Desecacion en bolitas de alginato: la eliminacion de agua se realiza por tratamiento con
soluciones hipertonicas sucesivas. Se conserva en tubos cerrados a — 80 °C, 4 °C y 18 °C.

Tambien se recomienda para conservar algas y células vegetales.

Desecacion en sal gorda para halobacterias: las células se mezclan con sal y se deja secar

espontaneamente, gracias a esto, las células dejan de multiplicarse por falta de agua.
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4.2. Larizosfera

La rizosfera es la region del suelo que rodea la superficie de laraiz, en ella, se generan procesos
de intercambio catidnico, absorcion de nutrientes y produccion de exudados por parte de la raiz
(Marrero et al., 2015). En la rizosfera existen diferentes sustancias, mismas que son liberadas
desde las raices y permiten estimular la actividad microbial, tales como, carbohidratos, &cidos
organicos, vitaminas, nucleotidos, flavonoides, enzimas, hormonas y compuestos volatiles
(Osorio-Vega et al., 2009). Segun Meléndez-Jacome et al. (2021) la rizosfera se divide en 3
zonas:

- Laendorizosfera: se encuentra el tejido radicular.

- El rizoplano: es la zona donde esta la superficie de la raiz y donde se adhieren los

microorganismaos.

- El ectorizosfera; es el suelo inmediato a la raiz.

4.3. Microorganismos del suelo de interés agricola
4.3.1. Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal

- Azospirillum
El género Azospirillum fue descrito por primera vez por Krieg y Débereiner en el afio 1984,
constituyen un subgrupo dentro de la familia Rhodospirillaceae, asimismo, pertenecen a la
subclase Proteobacteria. Son células no formadoras de esporas, tienen forma de varilla en
espiral o ligeramente curvada con granulos de polihidroxibutirato formadores de quistes,
presentan tincion de Gram negativa, son moviles, tienen un flagelo polar y varios laterales
(Pedraza et al., 2020).

Hasta la actualidad se han descrito 22 especies, mismas que son: A. lipoferum, A. brasilense,
A. amazonense, A. halopraeferens, A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae, A. oryzae, A.
melinis, A. canadense, A. zeae, A. rugosum, Candidatus A. massiliensis, A. picis, A. palatum
(no validado), A. thiophilum, A. formosense, A. fermentarium, A. humicireducens, A.
himalayense (no validado), A. soli y A. agricola. Sin embargo, en términos de fisiologia,
genetica y aprovechamiento agricola los méas estudiados son A. brasilense y A. lipoferum
descritos por diversos autores en asocio con gramineas forrajeras, maiz, trigo, arroz, sorgo,

cafia de azUcar y otras plantas (Pedraza et al., 2020).
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Al género Azospirillum se lo ha catalogado como Microorganismo Promotor del Crecimiento
Vegetal, pues tiene la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico mediante la conversion de
dinitrégeno atmosférico (N2) en amoniaco (NHs) catalizada mediante la enzima nitrogenasa,
gracias a esto, las plantas producen biomoléculas nitrogenadas como clorofila, aminoacidos,
ATP y acidos nucleicos. Ademas, el género Azospirillum en condiciones in vitro sintetizan
hormonas como el &cido indol-3-acético, giberelinas, acido abscisico, acido salicilico y etileno
(Pedraza et al., 2020).

- Azotobacter
Azotobacter sp. fue descubierto en el afio 1901 por el microbidlogo y botanico holandés
Beijerinck, son bacterias heterotréficas no simbioticas capaces de fijar un promedio de 20 kg
N/ha/por afio. Asimismo, son microorganismos de vida libre, presentan tincién Gram negativa,
forma ovalada o esférica, formadores de quistes de paredes gruesas, son maéviles y su tamarfio
varia de 2 a 10 yum de largo y 1-2 um de ancho, generalmente, son de reproduccion asexual
(Jnawali et al., 2015). Azotobacter sp., es beneficioso para el crecimiento y el rendimiento de
los cultivos a través de la biosintesis biologica de sustancias activas, ademas, estimula

microbios rizosféricos y produce inhibidores fipatogénicos (Jnawali et al., 2015).

Se ha comprobado que Azotobacter es sensible a pH acido y altas concentraciones de sales y
temperatura (Jnawali et al., 2015), sin embargo, mejora la germinacion de semillas ademaés de
tener una respuesta beneficiosa sobre la tasa de crecimiento de cultivos, pues esta bacteria es
capaz de sintetizar algunas auxinas, citoquininas y varias sustancias similares a la fitohormona
GA (&cido giberélico) (Jnawali et al., 2015).

- Pseudomonas
Pseudomonas pertenece al grupo Gammaproteobacteria, generalmente, se encuentra en el
suelo, agua y en las superficies de las plantas. Es un bacilo aerobio de tincion Gram negativa,
mide aproximadamente de entre 0,50 a 1,00 de largo x 1,50 a 5,00 um de ancho, no produce
esporas, es movil, tiene un flagelo polar Unico. Por lo general, producen n-lipasa y fermentan
el D-manitol. Estos microorganismos producen R-hemolisis en agar sangre y 3 tipos de colonias
que permiten diferenciarlos, y, por ende, ayudan a los investigadores a determinar la virulencia

del patégeno (Hesse et al., 2018).
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Las colonias pueden ser pequefias, dispersas en aislamientos naturales; grandes de apariencia
elevada y bordes planos; y de apariencia mucoide por produccion de gel de alginato.
Actualmente, existen mas de 180 especies validadas en la lista de nombres procariotas con
posicidon en nomenclatura, se organizan en 11 a 13 grupos, de los cuales, el grupo més grande

es Pseudomonas fluorescens y esta se divide en ocho o nueve subgrupos (Hesse et al., 2018).

Las Pseudomonas fluorescens son rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal con
caracteristicas que le permiten ejercer un efecto benéfico tanto directo como indirecto, el
beneficio directo lo realiza a través de la sintesis de fitohormonas, estimulacion de la
germinacién y emergencia de plantulas, inhibicidn de la sintesis de etileno y solubilizacion de
fésforo inorganico. Sin embargo, de manera indirecta, lo realiza por la sintesis de antibioticos
y fungicidas, competencia por nutrientes, produccion de sideréforos o por la induccién de la
resistencia sistémica a patdgenos, ademas, actuar como Biocontrolador, pues es capaz de
proteger a las plantas de la infeccion, causadas por agentes fitopatdgenos (Motta et al., 2022).

- Penicillium sp

Penicillium sp. fue descrito por primera vez por Johann Heinrich Friedrich en 1809 y cuenta
con mas de 200 especies reconocidas (Pitt, 2014). Especies como Penicillium simplicissimum,
Penicillium bilaiae, Penicillium radicum, Penicillium janthinellum, Penicillium
brevicompactum, entre otras, se las ha catalogado como promotoras del crecimiento vegetal
debido a sus maltiples cualidades biotecnolégicas, entre las que se encuentran la solubilizacion
de fosfatos, la produccion de enzimas tales como celulasas, xilanasas y proteasas, entre otras,
involucradas en procesos de descomposicion de materia organica como residuos de procesos

agricolas e industriales (Beltran, 2014; Morocho y Leiva, 2019; Padron et al., 2020).

A nivel morfolégico, las colonias en su etapa inicial son de color blanco, vellosas, circulares y
con un gran nivel de esporulacion en colores verde grisaceo o azul verdoso, la superficie de la
colonia suele ser algodonosa y pueden crecer facilmente en pH bajos y altos, con relacion a la
temperatura son capaces de desarrollarse hasta en 0 °C, pero su temperatura optima oscila de
entre 25 °C a 37 °C, las estructuras reproductivas son pequefias y contienen conidioforos,
métulas, fialides y fialoconidios (microconidios), en general, el género Penicillium sp. se
caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada semejante a un pincel que termina

en células conidiogenas llamadas fialides (Pitt, 2014).
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4.3.2. Estudios con Microorganismos Promotores del Crecimiento Vegetal

Uypan et al. (2021) en su estudio “Hongos rizosféricos de Echinopsis pachanoi “San Pedro
hembra” y su potencial como promotores de crecimiento en Zea mays L. bajo estrés salino”
aislaron hongos filamentosos de los generos Aspergillus, Penicillium y Trichoderma., de los
cuales Penicillium y Trichoderma incrementaron la altura, nimero de hojas, longitud y peso de
las raices de plantas de maiz en un suelo salino, el mismo, les permitié demostrar su potencial

como promotores de crecimiento en plantas bajo salinidad.

Florez et al. (2016) presentaron el estudio “Capacidad y diversidad de bacterias celuloliticas
aisladas de tres habitats tropicales en Boyaca, Colombia” y reportaron aislados de bacterias
como Bacillus sp., Erwinia sp., y Pseudomonas sp., asimismo, indicaron que la capacidad

celulolitica de dichas bacterias es muy variable.

Como se ha mencionado, las bacterias cumplen papeles importantes, por ello, en la tabla 1 se
detallan algunos de los principales compuestos inhibidores producidos por Azotobacter,

Azospirillum y Pseudomonas.

Tabla 1. Potencial biotecnoldgico de rizobacterias en la agricultura.

Rizobacteria Planta Condiciones Resultados Referencia
Pseudomonas gessardii  Girasol (Helianthus Invernadero  Mejor6 el crecimiento de las Saleemetal.
BLP141, P. fluorescens A506 y  annuus) plantas, fisiologia, rendimiento  (2018)

P. fluorescens LMG 2189 y actividades antioxidantes, asi
como la acumulacién de
prolina.
Pseudomonas putida, Alcachofa (Cynara Invitro Aument6 la longitud de los Jahanian et
Azospirillum, Azotobacter scolymus) brotes, peso de brote y tiempo  al. (2012)
de germinacion.
Pseudomonas sp. Soyay trigo Campo Aumentd las actividades Sharma et

enziméaticas del suelo, la al. (2011)
productividad total y la
absorcion de nutrientes.

Pseudomonas sp. Lupinus luteus Campo Aument6 tanto la biomasa Dary et al.
como el contenido de (2010)
nitrégeno.

Azospirillum amazonense Arroz (Oryza sativa Invernadero ~ Aumentd la acumulacion de Rodrigues et

L.) materia seca en el grano (7,00- al. (2008)

11,60 %), el ndmero de
paniculas (3,00-18,60 %) y
acumulacion de nitrogeno en la
maduracién del grano (3,50-

18,50 %).
Pseudomonas sp. Arroz (Oryza sativa), In vitro Mostraron  capacidad para Lawongsa et
maiz (Zea mays) controlar los patégenos al. (2008)

fingicos de la raiz.
Azospirillum brasilense Sp245  Frijol (Phaseolus Invernadero  Aument6 el crecimiento de la Remans et
vulgaris) raiz. al. (2008)

Fuente: Rodriguez-Sahagun et al. (2020).
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4.4. Pruebas bioquimicas y fisioldgicas de identificacion de los Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal

4.4.1. Pruebas bioquimicas
4.4.1.1. Motilidad

La movilidad es una caracteristica importante a la hora de realizar una caracterizacioén de
especies, en las bacterias, el responsable de la movilidad es un érgano llamado flagelo y estos
son filamentos helicoidales que se extienden desde el citoplasma a traves de la pared celular,
los mismos, presentan una estructura formada por un cuerpo basal, gancho y filamento
(Morejon y Pardo, 2008). Debido a la gran cantidad de proteinas y el flujo de protones
resultantes del metabolismo propio de la bacteria, la funcion principal del flagelo es rotar y
permitir al microorganismo moverse en medios liquidos a una velocidad aproximada de entre
200 a 1 000 rpm (Morejon y Pardo, 2008).

Morejon y Pardo (2008) afirman que, de acuerdo al género bacteriano, los flagelos se clasifican
segun el nimero y la posicion en la que se encuentren, es decir, monotricos (un solo flagelo),
lofotricos (poseen dos flagelos), anfitricos (poseen un grupo de flagelos en un extremo) y

flagelos peritricos (muchos flagelos en toda la superficie de la bacteria).

4.4.1.2. Catalasa

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias
facultativas que poseen citocromos, la funcion principal que cumple la catalasa es eliminar
sustancias como el perdxido de hidrogeno, radical superoxido y el radical hidroxilo que se
producen durante el metabolismo bacteriano, mismas que pueden ser toxicas para las bacterias,
ya que pueden dafiar las proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos, es por ello que hoy en dia

se ha catalogado como enzimas desintoxicantes (Fernandez et al., 2010).

Diaz (2003) asegura que el mecanismo de accion es hidrolizar el peroxido de hidrogeno en
agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas. Existen dos reacciones, en un
primer momento se produce agua gracias a una molécula de per6xido ya que la catalasa se
oxida y forma un intermediario llamado compuesto I. En un segundo momento, el compuesto
I es reducido por otra molécula de peroxido y la catalasa regresa a su estado inicial, lo que

permite producir agua y dioxigeno.
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4.4.2. Pruebas fisiologicas

4.4.2.1. Fijacion de bioldgica de nitrégeno (FBN)
El nitrogeno es un nutriente basico que debe estar presente para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Existen organismos Ilamados bacterias diazotroficas como la familia Rhizobiaceae
y el género Frankia capaces de fijar nitrégeno que se clasifican en bacterias simbioticas
fijadoras de N2 y cianobacterias, Azospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter
diazotrophicus, Azocarus y Pseudomonas que se clasifican en bacterias no simbidticas de vida
libre, asociativa y endofitas. La caracteristica comun de los microorganismos involucrados en
la fijacion biologica de nitrogeno es la presencia de enzimas nitrogenasas, mismas que reducen

el nitrégeno atmosférico en el ion asimilable amonio (Velasco et al., 2020).

La enzima nitrogenasa consta de dos proteinas distintas Illamadas dinitrogenasa y dinitrogenasa
reductasa, cabe recalcar que ambos tienen hierro, sin embargo, la dinitrogenasa contiene otro
componente Ilamado molibdeno que junto con el hierro forma parte de un cofactor conocido

como FeMo-Co, mismo que permite la reduccion real del N2 (Loredo et al., 2004).

La evaluacion de los microorganismos promotores del crecimiento vegetal capaces de fijar
nitrégeno para aplicarlos en los diferentes cultivos es una alternativa viable puesto que en la
actualidad la aplicacion de productos quimicos es una practica frecuente por parte de los
medianos y grandes productores, ademas, ayuda a la reduccion de la contaminacion del medio

ambiente y a evitar enfermedades en los seres humanos (Loredo et al., 2004).

4.4.2.2. Produccion de sideréforos
El hierro es otro elemento esencial para el desarrollo y crecimiento de los diferentes
organismos, por su parte, las plantas lo obtienen del suelo cuando su presencia no es limitada
(Wani et al., 2013). Existe un grupo denominado rizobacterias que producen compuestos de
bajo peso molecular (0,50 a 1,00 kDa) llamados sider6foros y su principal funcién es
solubilizar hierro para luego incorporarlo al metabolismo celular gracias a sus compuestos

ligantes sin la necesidad de generar cambios en el estado de oxidacion (Alvarez et al., 2020).

Las rizobacterias productoras de sideroforos son capaces de colonizar la raiz, inhibir hongos
fitopatogenos por la baja concentracion de Fe3* disponible en los suelos y proteger el nicho
ecologico en el que se encuentran (Velasco et al., 2020). En la actualidad, la pioverdina
sintetizada por Pseudomonas son los mejores solubilizadores de hierro gracias a que tienen

sitios de ligacion maltiple (Alvarez et al., 2020).
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4.4.2.3. Produccion de acido indol-3-acético (AlA)
Las auxinas cumplen funciones importantes para el desarrollo de las plantas, por ejemplo,
division celular, elongacion, dominancia apical, formacion de raices adventicias y el
fototropismo (Asgher et al., 2014). Por su parte, el acido indol-3-acético es una de las
principales auxinas conocidas y producidas por las rizobacterias ya que géneros como
Azotobacter, Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum han sido reportados como productores de
AlA puesto que al ser liberado aumenta el tamafio, peso, nutricion y numero de ramificaciones

de las plantas (Velasco et al., 2020).

Las rizobacterias sintetizan el AlA en 3 rutas metabdlicas y tienen como precursor el triptéfano,
la primera, es la ruta del acido indol-3-pirivico presente en géneros bacterianos como
Azospirillum y Pseudomonas, la segunda ruta forma la triptamina para la produccién de AlA 'y

en tercera es la sintesis de AlA via indol-3-acetamida (Camelo y Bonilla, 2011).

4.4.2.4. Solubilizacion de fosfatos
Callejas et al. (2018) aseguran que el fosforo (P) es el segundo macronutriente esencial para el
crecimiento de los seres vivos y su funcién principal es la adquisicion, almacenamiento y uso
de energia, por su parte, las plantas requieren al fosforo entre 0,20 % y 0,40 % de su peso seco
ya que ayuda en la fotosintesis y respiracion de las plantas, construccion de biomasa, obtencion
de micronutrientes y participa en varios procesos fisioldgicos. Existen microorganismos
solubilizadores de P que generalmente se concentran en la rizosfera de las plantas, algunos
hongos y bacterias asociadas son Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Pseudomonas,

Bacillus, Agrobacterium, Azospirillum, Azotobacter, Erwinia (Cisneros y Sanchez, 2015).

4.4.2.5. Actividad celulolitica
La celulosa es un carbohidrato compuesto de unidades de glucosa y su degradaciéon es
importante en el proceso de descomposicion de materia organica ya que proporciona azlcares
simples y energia facilmente utilizable por los microorganismos (Alvarez et al., 2014). La
celulosa es uno de los compuestos organicos mas abundantes de la naturaleza, sin embargo,
existen factores que pueden alterar su presencia, por ejemplo, el nivel de nitrégeno disponible,
la temperatura, aireacion, humedad, pH y la proporcion relativa de lignina en los restos
vegetales (Alvarado et al., 2019). Dentro de los microorganismos celuloliticos destacan
Cellulosomas sp., Pseudomonas, Bacillus sp., Trichoderma reesei, Phanerochaete

chrysosporium, Penicillium funiculosum y Aspergillus sp (Guzman et al., 2015).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Descripcion del area de estudio
5.1.1. Fase de campo

En una primera fase, la recoleccion de muestras de suelo rizosférico se llevé a cabo en cuatro
cantones de la provincia de Loja, para ello, se consideraron las zonas mas representativas donde
se cultivan hortalizas. La ubicacion geografica (latitud, longitud, altitud) y ecoldgica (zonas de
vida, precipitacion, temperatura) de los cantones seleccionados se detallan en las tablas 2 y 3:

Tabla 2. Ubicacion geogréfica del area de estudio.

Cantoén Sector Latitud Longitud  Altitud (msnm)
Zapotillo Limones 4°23°10" 80°80" 55”7 507
Macara Algodonal 4°16° 46" 80°03 00~ 440
Macara La Cruz 4°22° 07"  79°58 42 410
Macara La Ceiba 4°21° 46”7 79°59" 117 405
Loja Zenén 3°560° 03" 79°17 377 2637
Loja Carigan 3°567°347  79°14° 277 2250
Loja Motupe 3°56° 31" 79°13 38" 2117
Saraguro Carboncillo 3°33° 01" 79°14° 58" 2947
Saraguro Saraguro 3°37°25° 79°14" 23”7 2 549

Fuente: PDOT provincia de Loja 2015-2025 (2015).

Tabla 3. Clima y ecologia del area de estudio

Localidad Zona de Vida Precipitacién (mm) Temperatura (°C)
Zapotillo be-T; bms-T 500 -2 500 27 °C
Macara bms-T 750 - 1 626 26 °C
Saraguro bh-M 400 - 800 16 °C
Loja bh-MB; bs-MB; bmh-M 700 -1 700 18°C

Clasificacion de las Zonas de Vida Natural del Mundo de L.R. Holdridge: Be-T: Bosque Espino-
Tropical; bms-T: Bosque Muy Seco-Tropical; bh-M: Bosque Humedo-Montano; bh-MB: Bosque
Humedo-Montano Bajo; bs-MB: Bosque Seco-Montano Bajo; bmh-M: Bosque muy Humedo-
Montano.

Fuente: PDOT provincia de Loja 2015-2025 (2015).

5.1.2. Fase de laboratorio

Se realizd en el laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Loja en el periodo comprendido entre noviembre de 2021 y junio
2022. Se encuentra ubicado en la parroquia San Sebastian, al sur de la ciudad de Loja.
Geogréaficamente, se encuentra en las siguientes coordenadas: Latitud 04° 03" 74" S. Longitud
79° 20" 46" W y Altitud de 2 134 msnm (Centro Integrado de Geomatica Ambiental, 2012).
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5.2. Materiales

Los materiales, equipos y reactivos que se utilizaron durante el desarrollo de la investigacion
estuvieron disponibles en el laboratorio del Centro de Biotecnologia de la Direccién de

Investigacion de la Universidad Nacional de Loja.
5.3. Disefio experimental

Para la colecta de muestras de suelo agricola de diferentes zonas de la provincia de Loja, se
realizd un muestreo aleatorio simple, mientras que para el aislamiento y caracterizacion de los
microorganismos rizosfericos se utilizd un Disefio Completamente al Azar debido a los
escenarios del laboratorio ya que todos los aislados fueron expuestos a condiciones similares y
completamente controlables.

5.4. Analisis estadistico
Los datos obtenidos se procesaron mediante la utilizacion del paquete estadistico “IBM SPSS
Statistic” version 22 para Windows. Se analizé la normalidad de datos y homogeneidad de
varianzas con la finalidad de obtener las diferencias estadisticas de cada prueba realizada, para
ello, se realiz6 un analisis de varianza simple (ANOVA) mediante la puebla de Tukey para las
pruebas paramétricas y un analisis de Kruskall Wallis para las pruebas no paramétricas. Las
variables analizadas fueron el crecimiento radial y nimero de esporas de los aislados fungicos,
solubilizacion de fosfato, actividad celulolitica y produccion de acido indol-3-acético de

aislados bacterianos.

5.5. Metodologia

55.1. Metodologia para el primer objetivo: “Obtener un cepario de
microorganismos rizosféricos provenientes de suelos agricolas de la provincia

de Loja para su evaluacion e identificacion”
Recoleccion y aislamiento de microorganismos rizosféricos

Se recolectaron nueve muestras (1 kg/cada una) de suelo rizosférico de las zonas horticolas
mas presentativas de la provincia de Loja. Las muestras fueron colocadas en bolsas con cierre
hermético Ziploc y etiquetadas de acuerdo con su lugar de origen, por ultimo, fueron
transportadas al laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia de la

Universidad Nacional de Loja para su debido procesamiento (anexo 1 - foto 1).
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Para el aislamiento de los microorganismos se pesaron 10 g de cada muestra, fueron colocadas
en matraces de 250 mL a las cuales se les agreg6 100 mL de agua peptonada y se mezcl6 hasta
disolver por completo (Fabrega et al., 2019). Luego, se realizaron diluciones seriadas de hasta
10y 10 en tubos de ensayo que contenian 9 mL de solucion salina (Tolozay Lizarazo, 2018).
De la dilucion 102y 10 se tomd 1 mL y se sembro por triplicado en cajas de Petri con medio
de cultivo Agar Nutriente y se incubaron a 28 °C durante 48 h para bacterias y en medio de
cultivo PDA y Saboroud a 26 °C durante 72 h para hongos (Mora et al., 2020). Transcurrido
el tiempo de incubacion, se procedié a seleccionar y purificar los microorganismos que
presentaron caracteristicas morfo-culturales de interés, para ello, en bacterias se utilizd la
técnica de estriado por agotamiento con ayuda de un asa bacterioldgica y se sembrd por
triplicado en medio de cultivo Agar Nutriente (Torres et al., 2017), sin embargo, en hongos se
realizaron cortes del medio de cultivo con ayuda de un sacabocados nimero 7 y se sembro por
triplicado en Rosa de Bengala y PDA (Mora et al., 2020). El procedimiento se realizé hasta
obtener colonias y cultivos puros de los microorganismos de interés. La preparacion de los
medios de cultivo se realizo de acuerdo con las caracteristicas indicadas en cada reactivo, se
esterilizé a 120 °C por 20 min en la autoclave y por cada una de las cajas de Petri se dispensé

un aproximado de 20 mL (anexo 1 — fotos 4 y 5).

Cinética de crecimiento y crioconservacion de microorganismos

Para determinar la cinética de crecimiento se evaluaron las condiciones de crecimiento de cada
bacteria, para ello, los aislados bacterianos fueron sembrados por triplicado en tubos de ensayo
que contenian 10 mL de caldo nutriente a 28 °C y 150 rpm. La absorbancia fue medida en el
espectrofotometro JASCO V-730 a 560 nm. Finalmente, se elaboro las curvas de crecimiento
para determinar el tiempo en que las bacterias crecen exponencialmente y se encuentran aptas

para realizar la crioconservacion.

La crioconservacion de los aislados bacterianos se llevé a cabo al reactivar las bacterias por
duplicado en Agar Nutriente a 28 °C durante 24 horas, luego, se tomd una colonia y se sembro
por duplicado en tubos de ensayo que contenian 5 mL de Caldo Nutriente e incubadas a 28 °C
y 150 rpm (Morales et al., 2010). Después del tiempo de incubacion determinado y acorde a
los resultados de la cinética de crecimiento se tomd 1 mL del Caldo Nutriente y se sembro en
Agar Nutriente durante 24 horas a 28 °C para determinar las unidades formadoras de colonias

(UFC). Para continuar, se tom6 500 pL del caldo nutriente y se coloc6 en 16 tubos crioviales
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mismos que estuvieron distribuidos de la siguiente manera: dos repeticiones con 500 pL de
caldo nutriente, 500 pL de glicerol al 20 % y 10 perlas plasticas; dos repeticiones con 500 puL
de caldo nutriente, 500 pL de glicerol puro y 10 perlas plasticas; 6 repeticiones con 500 pL de
caldo nutriente, 500 pL de glicerol al 20 % y sin perlas plasticas; 6 repeticiones con 500 pL de
caldo nutriente, 500 pL de glicerol puro y sin perlas plasticas. Para finalizar, los tubos crioviales

fueron etiquetados, sellados y conservados en el ultracongelador a -80 °C (Saeki, 2015).

Para la conservacion de los hongos, los aislados se reactivaron en medio de cultivo Rosa de
Bengala a 26 °C durante 4 dias, luego, se tomo una porcion de micelio con ayuda de un bisturi
y se coloco en tubos crioviales que contenian 1 mL de agua destilada estéril con 10 repeticiones
por cada cepa. Finalmente, los tubos crioviales fueron etiquetados, sellados y conservados en

el ultracongelador a - 80 °C (anexo 1 — fotos 7 a 10) (Franco et al., 2006).

5.5.2. Metodologia para el segundo objetivo “Caracterizar tanto morfoldgica,
bioquimica y fisiologica los microorganismos aislados de la rizosfera de suelos
agricolas de la provincia de Loja como cepas de interés para inoculantes

biologicos”

Para la caracterizacion morfoldgica, bioquimica y fisioldgica de microorganismos rizosféricos
se utilizaron 15 aislados bacterianos sembrados en Agar Nutriente y 7 aislados de hongos
sembrados en Rosa de Bengala. Cada uno de los aislados, fueron seleccionados por presentar

caracteristicas morfo-culturales diferentes entre si.

Caracterizacién morfoldgica

Para la caracterizacién morfoldgica de las cepas bacterianas, los aislados fueron sembrados en
medios de cultivo especificos para Azotobacter, Azospirillum y Pseudomonas con un pH
ajustado a 7,00. Ademas, se realizaron siembras en Nfb (Nitrégeno con Azul de Bromotimol)
con pH ajustado a 6,00, Ashby-sacarosa y King B ajustados a pH 7,00. Con relacion a los
parametros de verificacion evaluados fueron: color de la colonia, mucosidad, bordes, elevacion
y tipo de crecimiento tal y como lo describié Brenner (2005). Asimismo, en el microscopio
optico (OLYMPUS CX21, USA) se observaron las células para definir forma, agrupacion y
respuesta a la tincion de Gram (Torres et al., 2017).
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Para realizar la tincion de Gram, en primer lugar, en un portaobjeto se colocé una gota de agua
destilada, y sobre esta una colonia bacteriana y se homogeneizd. Después, con ayuda de una
pinza metalica se flamed el portaobjetos hasta que la solucién se evaporé con la finalidad de
fijar las bacterias al vidrio. A continuacién, se cubrio con cristal violeta durante 30 segundos y
se lavo con agua destilada, y seguidamente se cubrié con Lugol-Yodo por un minuto y
nuevamente se lavo con agua destilada. Después, se aplico una solucion decolorante de alcohol
cetona durante 30 segundos y se lavé con agua destilada, luego se utilizd una tincion
diferenciadora de safranina durante 1 minuto, se lavd con agua destilada y se dejo secar, y
finalmente, se colocd una gota de aceite de inmersion en el portaobjetos y se observd en el
lente 100 X (anexo 1 - fotos 2, 3, 11, 12 y 13). Cuando se observé un color rojo el resultado se

considerd negativo, y para una coloracion azul, el resultado fue positivo (Lépez et al., 2014).

Con relacion a la caracterizacion morfolégica de los hongos, los aislados fueron sembrados en
medio de cultivo Rosa de Bengala y se observaron caracteristicas tales como: color, forma y
crecimiento de micelio. Ademas, se realizaron pruebas de crecimiento radial, conteo de esporas

y observacion de las estructuras mediante la tincion con lactofenol (anexo 1 — 14 a 19).

Para evaluar el crecimiento radial de los hongos, se utilizd un sacabocados numero 9 y se
sembrd por triplicado en medio de cultivo Rosa de Bengala para observar el color del micelio,
forma, crecimiento y el tiempo que le tomo para llenar la caja de Petri (Rubio et al., 2015). Por
su parte, para realizar el conteo de esporas, se utilizaron 6 tubos de ensayo por cada aislado,
mismos que contenian 10 mL de agua destilada estéril; con ayuda de un asa bacterioldgica se
adquirié un pequefio fragmento de micelio flngico, se coloco en el tubo de ensayo y se dio
vortex durante 5 min, se tom6 10 pL del sobrenadante y se colocé en la camara de Neubauer
para observar las esporas en el microscopio optico (OLYMPUS CX21, USA) con lente 40 X
(Narvéez et al., 2017). Por altimo, la observacion de estructuras fungicas se realiz6 mediante
la tincion con lactofenol en el microscopio 6ptico con lente 100 X (Lépez et al., 2014).

Caracterizacion bioquimica

En la caracterizacion bioguimica se realizaron pruebas de motilidad y pruebas de catalasa, para
ello, los aislados bacterianos fueron sembrados por triplicado en medio de cultivo Agar
Nutriente mediante la técnica de estriado por agotamiento y se incubaron durante 24 horas a
28 °C (Sanchez et al., 2022). La prueba de motilidad a los aislados bacterianos consistio en
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colocar una gota de agua destilada en un portaobjeto concavo y sobre ella hacer un frotis de
una colonia pura, luego, se procedid a sellar con un cubreobjeto y sobre él se deposit6é una gota
de aceite de inmersion para observar en el microscopio éptico el movimiento con lente 100 X
(Vazquez et al., 2011). Solo si existia movimiento bacteriano la prueba era considerada como
positiva, caso contrario, se la catalogdé como negativa. Para la prueba enzimatica catalasa, se
coloco una gota de peroxido de hidrogeno al 3 % y sobre ella se realiz6 un frotis de una colonia
pura. Cuando al realizar el frotis se observo la formacion inmediata de burbujas el resultado
fue considerado positivo, no obstante, al no evidenciar la formacion de burbujas o si la
produccion de las mismas, luego de 20 segundos era muy escasa, se la considerd negativa
(anexo 1 — foto 20) (Reiner, 2010).

Caracterizacion fisiologica
- Solubilizacion de fosfatos

Los aislados obtenidos fueron sembrados por cuatro repeticiones en el medio de cultivo Agar
Pikovskaya, en el caso de las bacterias se realizaron siembras en cajas de Petri por la técnica
de puncién y fueron incubadas a 28 °C durante 11 dias, sin embargo, en hongos se realizaron
cortes del medio con ayuda de un sacabocados numero 6, se colocaron los cortes en las cajas
de Petri, y, finalmente, se procedio a sellar las cajas con Parafilm, etiquetarlas e incubarlas a
26 °C durante 7 dias (Cisneros y Sanchez, 2015). Los aislados capaces de solubilizar fosfatos
formaron un halo transltcido alrededor del in6culo, el mismo se midi6 durante un periodo de
tiempo determinado y el célculo de la eficiencia de solubilizacion de fosfatos se lo realizé tal
y como lo describe Goljanian et al. (2016), es decir, segun el indice de solubilizacion: IS = A/B

(A: diametro de la colonia + didmetro del halo y B: didmetro de la colonia) (anexo 1 — foto 21).

- Actividad celulolitica

Los aislados fueron sembrados por cuatro repeticiones en medio de cultivo Agar Carboximetil
Celulosa con pH 7,00 mediante la técnica de puncion durante 72 horas a 28 °C (bacterias) y a
26 °C (hongos). Después del tiempo de incubacién, se reveld con solucion Rojo Congo al 1 %
durante 15 minutos y se lavd 2 veces con cloruro de sodio 2 molar, por altimo, se dejé reposar
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se midio el halo (Isaza y Ramirez, 2019). Si al
culminar el tiempo de espera se formaba un halo translucido alrededor del inoculo el resultado

era considerado positivo, caso contrario, se lo consideraba negativo (Alvarado et al., 2019).
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- Produccion de sideroforos y fijacion bioldgica de nitrégeno (NFB)

Las cepas bacterianas obtenidas fueron sembradas por triplicado en medio de cultivo selectivo
King B (deficiente de hierro). Paraello, se utilizd la técnica de estriado por agotamiento durante
7 dias a 28 °C y se considero resultado positivo sélo a las cepas que presentaron un cambio de
coloracion en el medio de cultivo (Sasirekha y Srividya, 2016). En cuanto a la fijacion biolégica
de nitrégeno se la determiné al sembrar los aislados bacterianos en el medio de cultivo NFB
ajustado a pH 6,00. Para ello, todas las cepas fueron sembradas en cuatro repeticiones mediante
la técnica de estriado por agotamiento durante 48 horas a 28 °C (Alcarraz et al., 2019). La
evaluacion se llevo a cabo transcurrido el tiempo de incubacion y se considerd resultado
positivo a los aislados capaces de cambiar el color verde del medio a un color azul, caso

contrario, fueron considerados negativos a la prueba de NFB (anexo 1 — fotos 24, 25y 26).

- Curvade calibracion y produccion de acido indol-3-acético (AlA)

Para la cuantificacion del AIA se prepararon patrones con distintas concentraciones finales (0,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75y 100 ppm de AlA de la marca TM MEDIA), para ello,
todas las soluciones fueron diluidas en CaCl> 2 M, luego, se tom6 1 mL de cada concentracion
y se mezcld con 4 mL del reactivo Salkowski (FeCls x 6H20 0,50 M y H2SO4 al 98 %) y se
dejo reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y en completa oscuridad. Para
finalizar, con ayuda de celdas plasticas se midi6 la absorbancia a 530 nm en un
espectrofotometro JASCO V-730 y con los datos obtenidos se elaboré la curva de calibracion
correspondiente mediante la ecuacion y= 0,0045x + 0,0293 con un R? = 0,9473 (anexo 1; foto
27, 28'y 29) (Vasconez et al., 2020).

Para evaluar si los aislados bacterianos producian &cido indol-3-acético, todas las cepas fueron
reactivadas por triplicado en tubos de ensayo con caldo nutriente y se incubaron a 28 °C durante
48 horas, luego, se tom6 1 mL de las bacterias previamente incubadas y fueron sembradas en
6 mL de medio TBS suplementado con L-Triptofano (1 mg/mL), se incubd a 28 °C durante 4
dias a 100 rpm. La produccion de &cido indol-3-acético se evalud a las 48, 72 y 96 horas de
incubacion, concluido cada periodo, los tubos se centrifugaron a 3 000 rpm durante 15 min,
luego, se tomd 1 mL del sobrenadante y se mezcl6 con 4 mL del reactivo Salkowski, se dejo
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente en completa oscuridad y se midio la

absorbancia a 530 nm en un espectrofotometro JASCO V-730 (Véasconez et al., 2020).
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados para el primer objetivo: “Obtener un cepario de microorganismos
rizosféricos provenientes de suelos agricolas de la provincia de Loja para su

evaluacion e identificacion
6.1.1. Recoleccion y aislamiento de microorganismos rizosféricos

En la tabla 4 se presentan los 15 aislados bacterianos obtenidos de los cantones Zapotillo,
Macar, Loja y Saraguro, ademas, se detalla el cultivo del cual se obtuvieron las muestras y el

cddigo asignado de acuerdo con el lugar de origen:

Tabla 4. Aislados bacterianos obtenidos de los diferentes suelos y cantones muestreados

Numero del aislado  Localidad Cultivo  Cdbdigo
1 Zapotillo  Cebolla ZC1
2 Macara Arroz MA2
3 Macara Arroz MA3
4 Macara Arroz MA4
5 Loja Coliflor LC5
6
7
8
9

Loja Coliflor LC6
Loja Lechuga LL7
Loja Lechuga LL8

Saraguro Papa SP9
10 Saraguro Papa SP10
11 Saraguro Papa SP11
12 Saraguro Papa SP12
13 Saraguro Papa SP13
14 Saraguro Papa SP14
15 Saraguro Papa SP15

ZC: Zapatillo — cebolla; MA: Macara — arroz; LC: Loja — coliflor; LL: Loja — lechuga; SP: Saraguro — papa.

En la tabla 5 se presentan los 7 aislados fungicos obtenidos en los cuatro cantones muestreados
de la provincia de Loja, ademas, se detalla la localidad, el cultivo y el codigo asignado de

acuerdo con el lugar de origen:

Tabla 5. Aislados de hongos obtenidos de los diferentes suelos y cantones muestreados

Namero del aislado  Localidad  Cultivo  Codigo

1 Macara Arroz MA16
2 Macara Arroz MA17
3 Macara Arroz MA18
4 Saraguro Papa SP19
5 Loja Coliflor LC20
6 Loja Coliflor LC21
7

Macara Arroz MA22
MA: Macara — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor
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6.1.2. Cinética de crecimiento y crioconservacion de microorganismos

La cinética de crecimiento bacteriano se evalu6 de acuerdo con las caracteristicas de
crecimiento de cada aislado, en las figuras 2, 3, 4, 5y 6 se muestra el crecimiento de los aislados
con relacion al tiempo. Los datos utilizados para elaborar las graficas corresponden a los valores
medios de triplicados + DE (Anexo 4).

En la figura 2 se muestra la cinética de crecimiento de las cepas bacterianas ZC1, MA2 y MA3
medidas durante 28 horas a 560 nm en medio de cultivo caldo nutriente. Todos los aislados
crecieron exponencialmente después de la hora 6 y el inicio de la fase estacionaria fue a partir
de la hora 20.
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Figura 2. Cinética de crecimiento para los aislados ZC1, MA2 y MA3,.

La cinética de crecimiento de las cepas bacterianas LC5, SP14 y SP15 medidas durante 28 horas
a 560 nm en medio de cultivo caldo nutriente se observa en la figura 3. La fase exponencial de
los aislados LC5 y SP14 inici6 en la hora 6 y la fase estacionaria fue a partir de la hora 20. En
el caso de la cepa SP15 su fase exponencial empezo a la hora 10 y la estacionaria fue después

de las 22 horas.
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Figura 3. Cinética de crecimiento para los aislados LC5, SP14 y SP15

En la figura 4 se observa la cinética de crecimiento bacteriano para los aislados MA4, LP6 y
SP10 medidas durante 48 horas a 560 nm en medio de cultivo caldo nutriente, la grafica muestra
que a las 12 horas inici6 la fase exponencial para todas las cepas. De igual modo, se analizé la

fase estacionaria y la fase de muerte celular causada por la falta de nutrientes en el medio de

cultivo.
1,800
1,600
.2 1,400
o
C
©
Q 1,200
—
(@]
(%]
Q2 1,000
©
C
@ 0,800
C
0
S 0,600
=
S 0,400
o
5
8 0,200
0,000 =i
0 03 1 3 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
-0,200
Horas
LC6 MA4 SP10

Figura 4. Cinética de crecimiento bacteriano para los aislados MA4, LC6 y SP10
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En la figura 5 se observa la cinética de crecimiento bacteriano para los aislados SP9, SP12 y
SP13 medidas durante 48 horas a 560 nm en medio de cultivo caldo nutriente, la grafica muestra
que a las 6, 8 y 12 horas inicio la fase exponencial de las cepas. La fase estacionaria inicié a las

22y 28 (32) horas, y la fase de muerte celular en el caso del aislado SP9 inici6 a la hora 30.
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Figura 5. Cinética de crecimiento bacteriano para los aislados SP9, SP12 y SP13

La gréfica de la cinética de crecimiento bacteriano de los aislados LC7, LP8 y SP11 medidas
durante 48 horas a 560 nm en medio de cultivo caldo nutriente (figura 6) muestra que la fase
exponencial de los aislados LL7 y LL8 inici6 en la hora 10, mientras que el aislado SP11 inicid

a partir de la hora 16 y la fase de muerte celular del mismo empezé en la hora 32.
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Figura 6. Cinética de crecimiento bacteriano para los aislados LL7, LL8 Y SP11
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6.1.3. Crioconservacion

Se conservaron 15 cepas bacterianas con 16 repeticiones cada una. En el caso de los aislados
fangicos, se conservaron 7 cepas con 10 repeticiones cada unay la conservacion se realizd en

tubos crioviales que contenian agua destilada estéril (ver anexo 1; cuadros 1y 2).

6.2. Resultado para el segundo objetivo “Caracterizar tanto morfologica, bioquimica
y fisioldgica los microorganismos aislados de la rizésfera de suelos agricolas de la

provincia de Loja como cepas de interés para inoculantes biologicos”
6.2.1. Caracterizaciéon morfolégica

Los aislados bacterianos sembrados en medios de cultivo especificos para Azotobacter,
Azospirillum y Pseudomonas presentaron crecimiento moderado y abundante. El color vario6 de
acuerdo al género, por ejemplo, aislados de Azotobacter presentaron color crema, Azospirillum
presentaron color translicido y los aislados de Pseudomonas presentaron color verde
amarillento. La mucosidad fue ligera, los bordes ondulados, elevacion convexa y su forma de
crecimiento fue irregular. Por altimo, todos los aislados fueron negativos a la prueba de tincion

de Gram con formas de estreptobacilo, bacilo corto y bacilo largo (tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados bacterianos

Aislado Género Creci® Color® Mucus® Bordes® Eleva® Form® Gram? Morfologia"
ZC1 Azotobacter +++ 5 + 2 ++ | - EB
MA2 Pseudomonas  +++ 6 + 2 ++ | - BC
MA3 Azospirillum ++ 2 + 2 ++ | - BL
MA4 Azotobacter +++ 5 + 2 ++ | - BC
LC5 Azotobacter +++ 5 + 2 ++ I - EB
LC6 Pseudomonas ++ 6 + 2 ++ | - BL
LL7 Azospirillum ++ 2 + 2 ++ | - BC
LL8 Azotobacter +++ 5 + 2 ++ | - BC
SP9 Pseudomonas  +++ 6 + 2 ++ | - BC
SP10 Pseudomonas  +++ 6 + 2 ++ | - BC
SP11 Azotobacter +++ 5 + 2 ++ | - BC
SP12 Azospirillum ++ 2 + 2 ++ | - BC
SP13 Pseudomonas  +++ 6 + 2 ++ | - BL
SP14  Azospirillum ++ 2 + 2 ++ | - BC
SP15 Azotobacter +++ 5 + 2 ++ | - BC

ZC: Zapotillo — cebolla; MA: Macara — arroz; LC: Loja — coliflor; LL: Loja - lechuga; SP: Saraguro —
papa. a: Crecimiento: (+) ligero, (++) moderado, (+++) abundante; b: Color: (2) traslucido, (3) opaco,
(4) blanco opaco, (5) crema, (6) amarillo verdoso; ¢: Mucosidad: (+) ligero, (++) moderado, (+++)
abundante; d: Bordes: (1) liso, (2) ondulado, (3) lobulado; e: Elevacién: (+) céncavo, (++) convexo; f:
forma: (1) irregular; g: tincién de Gram: (+) positivo, (-) negativo; h: morfologia: (BC) bacilo corto,
(BL) bacilo largo, (CB) coco-bacilo, (EB) estreptobacilo.
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La identificacion morfolégica de los aislados fungicos mostr6é que todos pertenecen al género
Penicillium sp. la observacion macroscopica en estado inicial manifestd forma de micelio
globoso de color blanco, mientras que al finalizar el crecimiento presentd coloracion verde
oscuro a excepcion de MA22 que dio un color amarillento, todas las colonias presentaron un

borde blanco. En la tabla 7 se detallan las caracteristicas morfoldgicas de los aislados fungicos:

Tabla 7. Caracteristicas morfoldgicas de los aislados fungicos

Aislado Forma Color de la Color de la colonia Género Tamafio de las
del colonia madura conidias (largo
micelio joven X ancho - um)
MAL16 Globosa Blanco Verde oscuro; borde Penicillium sp 11,71 - 10,02
blanco
MA17 Globosa Blanco Verde oscuro; borde Penicillium sp 12,48 - 10,55
blanco
MA18 Globosa Blanco Verde oscuro; borde Penicillium sp 12,64 - 11,40
blanco
SP19 Globosa Blanco Verde claro y café Penicillium sp 11,67 - 10,12
LC20 Globosa Blanco Verde oscuro; borde Penicillium sp 11,33 - 11,02
blanco
LC21 Globosa Blanco Verde claro en el Penicillium sp 10,99 - 10,98
centro; Verde oscuro;
borde blanco.
MA22 Globosa Blanco Verde claro y amarillo;  Penicillium sp 11,06 - 11,24

bordes blancos
MA: Macara — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor

El crecimiento radial de los aislados fungicos a las 24, 48, 72 y 96 horas fue significativamente
mayor para el aislado MA18, en todos los tiempos de evaluacién presenté mayor diametro de
crecimiento con respecto a los demas aislados (Tabla 8). Caso contrario sucedié para el aislado

LC20 y MAL17 quienes presentaron los valores mas bajos de crecimiento radial a las 96 horas.

Tabla 8. Crecimiento radial de los aislados fungicos

Crecimiento/horas

Aislado Género 24 48 72 96
MA16 Penicilliumsp  17,00cd 19,67de 24,00c 30,00c
MA17 Penicilliumsp 19,67 bcd 21,67cde 23,33c  26,00d
MA18 Penicillium sp 27,33 a 30,00 a 3267a 42,00a
SP19 Penicilliumsp  20,67bc  27,00ab 30,33ab 33,00b
LC20 Penicilliumsp 15,33 d 18,67e  22,33c  25,00d
LC21 Penicilliumsp 19,67 bcd 23,00bcd 31,67ab 34,00b
MA22 Penicillium sp 21,67 b 2467bc 28,33b 31,33 bc

EEx + 1,31 1,25 1,24 0,84

MA: Macard — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor. Medidas con letras distintas en cada
columna difieren segln la prueba de Tukey (0<0,05) (n = 84). EEX + Error Estandar de la media.
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El numero de esporas de los aislados fungicos del género Penicillium sp. mostré diferencias
significativas entre si. En la tabla 9 se observan los niveles més bajos de germinacion
presentados por MA18, significativamente menores a MA22 quien presentd los niveles mas

altos de germinacion conidial.

Tabla 9. Numero de esporas de los aislados fungicos

Aislado Género Numero
MAL16 Penicilliumsp 1,8 x 10° ab
MAL17  Penicilliumsp 1,7 x10%ab
MA18  Penicilliumsp  1,6x10°%b
SP19 Penicilliumsp 1,8 x 10° ab
LC20 Penicilliumsp 2,0 x 10° ab
LC21  Penicilliumsp 2,1x10%ab
MA22 Penicilliumsp 2,6 x10%a
EEX + 2,8x10°
MA: Macara — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor. Medidas con letras distintas en cada
columna difieren segun la prueba de Tukey (0<0,05) (n = 42). EEX £ Error Estandar de la media.

6.2.2. Caracterizacion bioquimica

Todos los aislados bacterianos evaluados mostraron motilidad, los aislados ZC1, MA3, LL7,
SP11, SP12, SP14 y SP15 presentaron catalasa positiva al liberar oxigeno al medio en reaccién
con el peréxido de hidr6geno, mientras que los demés aislados evaluados presentaron catalasa
negativa (Tabla 10).

Tabla 10. Pruebas de motilidad y catalasa aplicadas a los aislados bacterianos

Aislado Género Motilidad? Catalasa®
ZC1 Azotobacter + ++
MAZ2 Pseudomonas + -
MA3 Azospirillum + +++
MA4 Azotobacter + +
LC5 Azotobacter + +
LC6 Pseudomonas + -
LL7 Azospirillum + ++
LL8 Azotobacter + +
SP9 Pseudomonas + +
SP10 Pseudomonas + +
SP11 Azotobacter + +++
SP12 Azospirillum + ++
SP13 Pseudomonas + +
SP14 Azospirillum + ++
SP15 Azotobacter + +++

ZC: Zapotillo — cebolla; MA: Macara — arroz; LC: Loja — coliflor; LL: Loja - lechuga; SP: Saraguro —
papa. a: motilidad: (+) positivo, (-) negativo; b: catalasa: (-) sin burbujas - reaccién negativa, (+) bajas
burbujas - reaccion débil o retardada, (++) leves burbujas - reaccion moderada, (+++) abundantes
burbujas.
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6.2.3. Caracterizacion fisiologica
- Solubilizacion de fosfatos

El indice de solubilizacion de fosfatos de los aislados bacterianos presento diferencias en todos
los dias de evaluacion (Tabla 11). El aislado con mayor indice de solubilizacion desde las 48
hasta las 240 horas fue SP9, caso contrario sucedié con MA3 quien presentd los valores mas

bajos de solubilizacion, pero significativamente no diferentes al resto (excepto SP9).

Tabla 11. Solubilizacién de fosfato de los aislados bacterianos

Eficiencia/horas

Aislado Género 24 48 72 96 120 168 192 216 240

MA3 Azospirillum 7,50 b 3,67c 442D 742b  425b 325b 350b 425b 475D
SP9 Pseudomonas 7,50 b 17,33a 1750a 17,50a 1350a 1350a 13550a 13,50a 13,50a
SP12 Azospirillum  750b 11,63ab 11,00ab 6,00b 4,75b 8,00ab 850ab 7,63ab 7,63ab
SP14 Azospirillum  1750a 9,38 bc 8,63 b 9,13b 6,88b 4,13b 3550b 4,00b 4,25b

EEX + 0,03 1,01 1,40 1,70 1,77 2,05 2,03 2,16 2,22

MA: Macara — arroz; SP: Saraguro - papa. Medidas con letras distintas en cada columna difieren segln
la prueba de Kruskal Wallis (¢<0,05) (n = 176). EEX + Error Estandar de la media.

El menor indice de solubilizacion de fosfatos de los aislados fungicos estuvo dado por la cepa
SP19 a las 48 horas, mientras que la cepa MA16 a las 48 horas obtuvo los valores mas altos de
solubilizacion, sin embargo, es necesario mencionar que como tratamiento no es

significativamente diferente con el resto (Tabla 12).

Tabla 12. Solubilizacion de fosfato de los aislados fungicos

Eficiencia/horas
Aislado Género 24 48 72 96 120 144 168

MA16 Penicillium sp 18,88 a 19,38a 16,88 a 17,38 a 16,75ns  16,75ns  15,25ns
MA17 Penicilliumsp 16,50 a 19,13 a 17,75 a 15,75 ab 1350ns  10,13ns 12,88 ns
MA18 Penicilliumsp 11,83ab 8,83 ab 1450 a 12,33 abc 9,67ns  10,67ns 6,67 ns
SP19 Penicillium sp 3,00b 2,88b 3,00b 4,13 ¢ 10,13ns  10,38ns 10,13 ns
LC20 Penicilliumsp  15,25a 13,63 a 14,25 a 17,83 a 1950ns  20,00ns 18,63 ns
LC21 Penicilliumsp  10,33ab  10,67ab 7,50 ab 6,67 bc 4,50 ns 5,67 ns 5,75 ns
MA22 Penicillium sp 9,50 a 10,75ab  13,25ab  11,25abc 9,00ns 11,00ns 8,50 ns
EEX + 0,22 0,23 0,37 0,33 0,40 0,55 0,72

MA: Macara — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor. Medidas con letras distintas en cada
columna difieren segun la prueba de Kruskal Wallis (a<0,05), ns (no significativo) (n = 196). EEX *
Error Estdndar de la media.

- Actividad celulolitica

La actividad celulolitica fue positiva solo en 8 de los 15 aislados evaluados (Tabla 13). El

aislado SP12 procedente del canton Saraguro tuvo una eficiencia mayor en la degradacion de
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celulosa al formar un halo translucido alrededor de la colonia bacteriana, aunque no presenta

diferencias significativas con el resto de aislados.

Tabla 13. Actividad celulolitica de los aislados bacterianos

Aislados Género Eficiencia
MA2 Pseudomonas 6,50 ns
MA3 Azospirillum 12,00 ns
MA4 Azotobacter 19,00 ns
LC5 Azotobacter 6,67 ns
SP10 Pseudomonas 17,83 ns
SP11 Azotobacter 14,00 ns
SP12 Azospirillum 19,50 ns
SP14 Azospirillum 12,83 ns

EEx + 0,58

MA: Macaréd — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor. ns (no significativa) a la prueba de
Kruskal Wallis (a<0,05) (n = 52). EEX + Error Estandar de la media.

La actividad celulolitica fue positiva para todos los aislados fangicos (Tabla 14). El aislado
LC21 presentd la mayor degradacion de celulosa, mientras que el menor valor corresponde al
aislado MA18, sin embargo, no existen diferencias significativas entre los valores obtenidos.

Tabla 14. Actividad celulolitica de los aislados fungicos

Aislados Género Eficiencia
MA16 Penicillium sp 10,00 ns
MA17 Penicillium sp 10,00 ns
MA18 Penicillium sp 11,17 ns
SP19 Penicillium sp 11,17 ns
LC20 Penicillium sp 10,00 ns
LC21 Penicillium sp 14,17 ns
MA22 Penicillium sp 10,50 ns
EEX + 0,32
MA: Macaréa — arroz; SP: Saraguro - papa; LC: Loja — coliflor. ns (no significativa) a la prueba de
Kruskal Wallis (¢<0,05) (n = 21). EEX + Error Estandar de la media.

- Produccion de sideroforos y fijacion bioldgica de nitrégeno

La produccién de siderdforos fue evidente por el cambio de color en medio de cultivo King B,
de marron claro a marron oscuro. En la tabla 15 se puede apreciar que el aislado MA1
procedente del cantén Zapotillo y perteneciente al género Azotobacter presento la caracteristica
de solubilizar hierro. Asimismo, la respuesta de los aislados bacterianos MA3, LC5, LC6, LP8,

SP9, SP11, SP12, SP13 y SP15 a la prueba de fijacion biologica de nitrégeno fue positiva.
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Tabla 15. Produccion de sideréforos y prueba NFB en aislados bacterianos

Aislado Género Sideroforos®  NFBP
ZC1 Azotobacter + -
MAZ2 Pseudomonas - -
MA3 Azospirillum - +
MA4 Azotobacter - -
LC5 Azotobacter - +
LC6 Pseudomonas - -
LL7 Azospirillum - +
LL8 Azotobacter - +
SP9 Pseudomonas - +
SP10 Pseudomonas - -
SP11 Azotobacter - +
SP12 Azospirillum - +
SP13 Pseudomonas - +
SP14 Azospirillum - -
SP15 Azotobacter - +

ZC: Zapotillo — cebolla; MA: Macard — arroz; LC: Loja — coliflor; LL: Loja — lechuga; SP: Saraguro — papa. a:
sideroforos: (+) positivo, (-) negativo; b: NFB: (+) positivo, (-) negativo.

- Produccién de acido indol-3-acético (AIA)

El aislado MA4 presentd la mayor produccion de AlA (37,25 ppm) a las 48 horas de evaluacion
seguido de MAS3, LC5y MAZ2. Por el contrario, los valores minimos de produccién de AlA los
presentd el aislado SP12 (1,10 ppm) a las 48 horas de evaluacion, aunque el aislado MA4
presento el valor més alto de produccion, como tratamiento no es significativamente diferente
con el resto (Figura 7). Los datos utilizados para elaborar la gréfica corresponden a los valores
medios de triplicados de las 48 y 72 horas, los valores de la produccion de AlA a las 96 horas

no fueron graficados debido a no presentar diferencia significativa (anexo 5).
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Figura 7. Produccion de acido indol-3-acético de los aislados bacterianos.
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7. DISCUSION
Recoleccion y aislamiento de microorganismos rizosféricos

Se aislaron 15 cepas bacterianas y 7 fungicas procedentes de cuatro cantones de la provincia de
Loja, ello indica la diversidad de microorganismos que pueden encontrarse en la rizosfera de
las hortalizas (Salgado et al., 2012). Por su parte, la rizosfera ha sido ampliamente reportada
como hospedera de una diversidad de microorganismos involucrados en actividades
fundamentales que aseguran estabilidad y productividad para las plantas (Pedraza et al., 2010;
Leal et al., 2018; Garcia y Uruburu, 2012). Los resultados obtenidos en la investigacion
coinciden con Alvarado et al. (2019), Rozo y Serrano (2020) y Hidayah et al. (2021) quienes

reportaron microorganismos benéficos aislados de la rizosfera de distintos cultivos.

Cinética de crecimiento y crioconservacion de microorganismos

La fase exponencial de los microorganismos expuestos a 28 °C permitié definir el momento
oportuno para la conservacion de las cepas. En este sentido, los aislados SP13 (Pseudomonas)
y SP15 (Azotobacter) crecieron exponencialmente a las 14 horas, siendo los mas rapidos en
contraste con los demas aislados. Al comparar los resultados obtenidos con el estudio realizado
por Zavala et al. (2020) se observa que existe mayor velocidad de crecimiento bacteriano y la
culminacion de la fase exponencial ocurre a las 7 horas. Una posible razon podria ser el cambio
de temperatura, ya que en el estudio se describe un crecimiento rapido cuando las cepas fueron

expuestas a 30 °C.

Respecto a la conservacion de los aislados bacterianos se utilizd glicerol en concentraciones del
20 % y 100 % debido a que Saeki (2015) informé que la conservacion con este tipo de
crioprotectores es una alternativa valida y presenta duracion de al menos un afio y seis meses.
Escobar et al. (2011) consideran suficiente una concentracién al 10 % de glicerol cuando los
periodos de conservacion son cortos, debido a no permitir la contaminacion de los aislados
puros. Por otro lado, Franco et al. (2006) y Fernandez et al. (2013) conservaron cepas de
Penicillium en agua destilada esteril y reportaron una alta viabilidad en los microorganismos al
volver a reactivarlas, por ello, en la presente investigacion se utilizO esta técnica de

conservacion para el género Penicillium.
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Caracterizacién morfolégica

A partir de la siembra en medios de cultivo especificos se obtuvieron 15 aislados bacterianos
de Azotobacter (ZC1, MA4, LC5, LP8, SP11y SP15), Azospirillum (MA3, LL7, SP12 y SP14)
y Pseudomonas (MA2, LC6, SP9, SP10 y SP13) y 7 aislados fangicos de Penicillium. Al
respecto, los aislados de Azotobacter sembrados en medio de cultivo Ashby Sacarosa
presentaron una coloracién crema, bordes irregulares, elevacion convexa y microscopicamente
se observaron bacilos grandes con tincion Gram negativa, caracteristicas similares fueron
descritas por Huaman et al. (2021) en su investigacion. Asimismo, las cepas de Azospirillum
mostraron coloracion translucida, bordes ondulados, elevacion convexa y microscopicamente

se observaron bacilos Gram negativos al igual que lo reportado por Nava et al. (2017).

Referente a los aislados de Pseudomonas, las colonias presentaron un crecimiento abundante
en medio de cultivo King B, una coloracion amarillo verdoso, una ligera mucosidad, bordes
ondulados, una elevacion convexa y microscopicamente se observaron bacilos cortos, bacilos
largos y una tincion de Gram negativa, caracteristicas tipicas del género Pseudomonas de
acuerdo con lo mencionado por Alvarez et al. (2020). Con relacion a la morfologia de los
aislados fungicos, la observacién macroscopica en estado inicial se manifesté de color blanco,
mientras que al finalizar el crecimiento present6 una coloracion verde oscuro con borde blanco,

caracteristicas similares fueron presentadas por Nuraini et al. (2017) en su estudio.

Caracterizacion bioquimica
- Motilidad

Varios autores afirman que la mayoria de las cepas de Azotobacter, Azospirillum y
Pseudomonas presentan movilidad (Guzman et al., 2012; Ojeda et al., 2016; Paz et al., 2019),
resultados que concuerdan a los descritos en la presente investigacion. La motilidad permite al
organismo convertir energia quimica en movimiento mediante un sistema motor (Pérez, 2019).
Rodrigues et al. (2015) mencionan que el flagelo de Azospirillum participa en la adherencia de
las raices gracias a una adhesina presente en la parte mas distal de la flagelina polar. Por su
parte, Rico et al. (2021) refieren en Azospirillum una quimiotaxis hacia exudados radiculares,
fenomeno que permite a la célula ubicarse en regiones adecuadas para su supervivencia y

desarrollo.
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- Catalasa

La reaccidn abundante de burbujas por parte de los aislados bacterianos MA3, SP11 y SP15 al
entrar en contacto con el peroxido de hidrdgeno, explica la presencia de la enzima catalasa en
la membrana celular, misma que acttiia como catalizador al desdoblar el peréxido de hidrégeno.
Los resultados expuestos son corroborados por Curi et al. (2019) quienes aislaron bacterias a
partir de la rizosfera de cultivos cafetaleros y reportaron positiva la prueba de catalasa aplicada
a los géneros Azospirillum y Pseudomonas. De modo similar, Roman et al. (2017) aislaron
Azotobacter de los cultivos de papay maiz, y los identificaron como promotores del crecimiento
vegetal debido a la fijacion bioldgica de nitrogeno y catalasa positiva.

Caracterizacion fisiolégica
- Fosfatos

Los aislados SP9 (Pseudomonas) con 17,50 (IS) y MAL6 (Penicillium) con 19,38 (IS)
presentaron los mayores indices de solubilizacion de fosfatos. Los valores de SP9 son altos al
compararlos con lo reportado por Restrepo et al. (2015) donde indican que el mayor indice de
solubilizacion fue de 4,33 (IS) para Pseudomonas aislada de un cultivo de nabo (Brassica
campestris L). Asi también, los valores de MA16 son altos al compararlos con el estudio de
Chan et al. (2018) donde reportan que mayor indice de solubilizacién de fosfatos fue de 5,60

(1S), mientras que el menor indice fue de 1,00 (1S) para el género Penicillium sp.

Asimismo, Arias et al. (2021) y Ascencio et al. (2021) evaluaron géneros de Azotobacter,
Azospirillum, Pseudomonas y Penicillium en condiciones de laboratorio al sembrarlos en medio
de cultivo Agar Pikovskaya y los reportaron como solubilizadores de fosfatos al formar un halo
transltcido alrededor de la colonia. EI cambio de pH en el medio de cultivo se relaciona con la
produccion de algin &cido organico, esto indica que los aislados pueden producir acidos
organicos como estrategia para solubilizar fosfatos y de esta manera hacerlo aprovechable para
las plantas (Ruiz et al., 2021).

- Actividad celulolitica

Los aislados SP12 (Azospirillum) con 16,00 mm y LC21 (Penicillium) con 11,00 mm fueron
los més efectivos en cuanto a la degradacion de la celulosa. Estos valores son bajos comparados

con el trabajo de Sanchez (2013) quien reporta un halo de hidrolisis de 33,00 mm, una posible
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razén podria ser la diferencia de evaluacion en el tiempo. En el presente trabajo se llevé a cabo
hasta los 3 dias de evaluacion, sin embargo, en la investigacion fueron hasta los ocho dias.

Es necesario mencionar que la degradacion de celulosa da como resultado la proporcién de
azucares simples y energia facilmente utilizable por los microorganismos, proceso primordial
en la descomposicion de la materia organica (Alvarez et al., 2014). Por su parte, los géneros
Azospirillum 'y Penicillium han sido ampliamente reportados por producir enzimas
extracelulares y se destacan por encontrarse entre los mas abundantes de la rizosfera de los
suelos cultivables, especialmente en suelos ricos en materia organica (Céardenas et al., 2010;
Galecio et al., 2021; Morocho y Leiva, 2019).

- Produccion de sider6foros

Los siderdéforos también estan asociados con la promocidn del crecimiento vegetal debido a su
estimulacion mediante la proliferacion de pelos radiculares y el incremento en la absorcion de
nutrientes (Wani et al., 2013). Camelo y Bonilla (2011) describen a los sider6foros como
moléculas quelantes de bajo peso molecular sintetizados por los microorganismos en respuesta
a la limitacién del hierro. Ademas, Parra (2017) menciona la capacidad de los mismos para
actuar como un mecanismo antagonico de fitopatdgenos, debido a que los sidero6foros
sintetizados por las rizobacterias absorben el hierro disponible e inhiben el crecimiento o la

actividad metabdlica de los patogenos.

El aislado ZC1 (Azotobacter) presenté capacidad para producir sideroforos. Los resultados
concuerdan con Abdel et al. (2014) quienes reportaron la produccion de sideréforos por parte
del género Azotobacter. Florez et al. (2017) indicaron que los sider6foros de tipo biscatecolato
y triscatecolato protoquelin sintetizados por Azotobacter estan asociados con la captura de iones
requeridos por el complejo enzimatico de la nitrogenasa. En este sentido, la capacidad del
aislado ZC1 para producir sideréforos es de suma importancia ya que podria ser utilizado como
biocontrolador de microorganismos patdégenos en el suelo por su alta capacidad de consumir

hierro y por su aportacion en el proceso de fijacidn bioldgica de nitrégeno.
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- Fijacion biologica de nitrogeno

El aislado MA3 (Azospirillum) presentd la mayor capacidad para crecer en un medio de cultivo
libre de nitrégeno (NFB), lo que confirma la presencia de la enzima Nitrogenasa. La enzima
Nitrogenasa es la encargada de romper el nitrégeno molecular (N2) de la atmdsfera para
combinarlo con hidrogeno, y de esta manera formar amonio (Tortora et al., 2019). Los
resultados obtenidos son similares a lo reportado por Gémez et al. (2014), Ojeda et al. (2016),
Alcarraz et al. (2019) y Velasco et al. (2020) quienes afirman que la mayoria de las cepas de
Azospirillum pueden fijar nitrogeno atmosférico a la superficie de la tierra y contribuir al

crecimiento de las plantas.

- Produccion de acido indol-3-acético (AlA)

Los aislados MA4 (Azotobacter) y MA3 (Azospirillum) presentaron los valores mas altos (37,25
ppmy 34,96 ppm en promedio). Estos valores de AIA son bajos al compararlos con el estudio
realizado por Cabello et al. (2014) donde las concentraciones de AIA para Azotobacter y
Azospirillum alcanzan valores de hasta 118,00 ppm y 120,00 ppm respectivamente. Claramente,
superan por mucho a los resultados obtenidos; dentro de las posibles razones es necesario
considerar que los aislados son provenientes de suelos cultivables en las cuales se aplica una
alta concentracion de fertilizantes y esto puede afectar negativamente al mecanismo de

secrecion de la auxina de los microorganismos presentes en la zona de muestreo.

La produccion de acido indol-3-acético in vitro de los aislados bacterianos fue observada en
presencia de L-triptéfano, lo que refuerza el criterio de que este aminoacido podria ser el
principal precursor para la biosintesis de AIA por estos microorganismos mediante una
conversion oxidativa (Lara et al., 2011). Otros estudios refuerzan estas afirmaciones, dado que
esta hormona esta implicada directamente en el desarrollo de la raiz, alargamiento y division
celular (Blanco y Castro, 2021), diferenciacion de tejido, fototropismo (Licea et al., 2020) y en

la alteracion de la fotosintesis (Domingues et al., 2020).
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8. CONCLUSIONES

Se caracterizaron 22 aislados de microorganismos rizosféricos provenientes de suelos agricolas
de la provincia de Loja; de acuerdo con las caracteristicas presentadas en los ensayos in vitro,
se determina que 15 pertenecen a cepas bacterianas de los géneros Azotobacter (ZC1, MA4,
LC5, LP8, SP11y SP15), Azospirillum (MA3, LL7, SP12 y SP14) y Pseudomonas (MA2, LC6,
SP9, SP10y SP13) y 7 pertenecen a cepas fungicas del género Penicillium sp (MA16, MA17,
MA18, SP19, LC20, LC21y MA22).

Todos los aislados bacterianos son motiles, los aislados SP13 y SP15 fueron los mas rapidos en
crecer exponencialmente, MA3, SP11 y SP15 liberaron la mayor cantidad de oxigeno al medio,
MAS3 fue la mejor cepa en la fijacion bioldgica de nitrégeno, SP9 y MA16 solubilizaron la
mayor cantidad de fosfatos, SP12 y LC21 degradaron la mayor cantidad de celulosa, MA4
presentd la mayor produccion de AIA 'y ZC1 fue la Gnica en producir sideréforos.

La caracterizacion de microorganismos rizosféricos permitio identificar a todas las cepas como
promisorias de interés para bioinoculantes, debido a su capacidad frente a la solubilizacion de
fosfatos, actividad celulolitica, produccion de sideroforos, fijacion bioldgica de nitrogeno,
catalasa positiva, motilidad y produccion de acido indol-3-acético, lo cual significa una mayor
disponibilidad de nutrientes en el suelo como el fosforo, hierro y nitrégeno, ademas de la
aceleracion del compostaje y la liberaciéon de agua y oxigeno, caracteristicas importantes que

permiten contribuir con un mejor crecimiento en las plantas.
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9. RECOMENDACIONES

Realizar la caracterizacion molecular complementaria a nivel genético para identificar la
especie a la que pertenecen los aislados. Ademas, se sugiere ampliar la cobertura de monitoreo
en la provincia de Loja con el proposito de aislar una mayor diversidad de microorganismos

rizosféricos promotores del crecimiento vegetal.

Evaluar el indice de solubilizacion de fosfatos hasta las 120 horas para los aislados bacterianos
y 72 horas para los aislados fangicos ya que es el periodo de tiempo maximo de solubilizacion.
Asimismo, considerar la produccion de AlA de los aislados bacterianos hasta las 24 horas con

el objetivo de escatimar recursos econoémicos.

Utilizar las cepas de Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas y Penicillium sp. para realizar
ensayos de inoculacion en cultivos horticolas que se encuentren establecidos en condiciones
edafoclimaticas diferentes con la finalidad de corroborar el efecto positivo de las mismas en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, y de esta manera obtener datos necesarios que permitan

producir bioinoculantes efectivos.
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11. ANEXQOS

Anexo 1: evidencia fotografica

|

Foto 1: Muestra de suelo Foto 2: Balanza analitica para el Foto 3: Vortex de la
recolectado pesado de muestras. muestra para preparar
diluciones seriadas.

Foto 4: Preparacion de medio Foto 5: Preparacion de
de cultivo Agar Nutriente medio de cultivo Rosa de
Bengala

Foto 6: Crecimiento bacteriano Foto 7: Crecimiento fangico
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Foto 8: Crioconservacion

Foto 9: Crioconservacion

Foto 10: Ultracongelador.

de hongos. de bacterias.

Aislado Glicerol al | Glicerol _ _ _ _

bacteriano 20 % con | al 100 % Glicerol al 20 % sin perlas Glicerol al 100 % sin perlas

perlas | con perlas

ZC1 1A |1B|1C | 1D (1E | 1F | 1G | 1H |1l | 1) | 1K | 1L | IM | IN | 10 | 1P
MA2 2A 2B | 2C | 2D |2E | 2F | 2G | 2H |21 |2]) | 2K | 2L | 2M | 2N | 20 | 2P
MA3 3A |3B|3C |3D|3E|3F|3G|3H |31 ]3|3K|3L|[3M|3N]|30]|3P
MA4 4A | 4B | 4C | AD | 4E | 4F | 4G | 4H | 41 | 4) | 4K | 4L | 4M | AN | 40 | 4P
LC5 5A | 5B | 5C | 5D | 5E | 5F | 5G | 5H | 51 | 5J | 5K | 5L | 5M | 5N | 50 | 5P
LC6 6A | 6B | 6C | 6D | 6E | 6F | 6G | 6H | 61 | 6J | 6K | 6L | 6M | 6N | 60 | 6P
LP7 7A | 7B | 7C | 7D |7TE | 7F | 7G | 7H |71 | 7J | 7K | 7L | 7TM | 7N | 70 | 7P
LP8 8A | 8B |8C | 8D |8E |8F |8G |8H |8l |8 | 8K |8L|8M|8N|80]|8P
SP9 9A | 9B | 9C | 9D | 9E [ 9F [9G | 9H | 91 | 9J | 9K | 9L | 9M | 9N | 90 | 9P
SP10 10A |10B|10C | 10D | 10E | 10F | 10G | 10H | 101 | 10J | 10K | 10L | 10M | 10N | 100 | 10P
SP11 11A |11B|11C| 11D |11E|11F |11G|11H|111|11J | 11K |11L [11M 1IN | 110 | 11P
SP12 12A |12B |12C | 12D | 12E | 12F |12G | 12H | 121 |12J | 12K [ 12L | 12M | 12N | 120 | 12P
SP13 13A |13B|13C| 13D |13E|13F |13G |13H | 131 |13J | 13K [13L [13M [ 13N | 130 | 13P
SP14 14A | 14B | 14C | 14D | 14E | 14F | 14G | 14H | 141 | 14) | 14K | 14L | 14M | 14N | 140 | 14P
SP15 15A | 15B | 15C | 15D | 15E | 15F | 15G | 15H | 151 | 15J | 15K | 15L | 15M | 15N | 150 | 15P

Cuadro 1: bitdcora de conservacion de aislados bacterianos
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Aislados fungicos 1A 1J 2H 3F 4A
MA16 1B 2l | 3G | 4B

2 MAl7 1C | 2A 2] 3H | 4C

3 MA18 1D | 2B 3l 4D

7 SHIG 1E | 2C | 3A 3] 4E

1F 2D | 3B 4F

5 LC20 16 | 2E | 3C 4G

1H | 2F | 3D 4H
7 MA22 1 | 26 | 3E 4

Cuadro 2: bitacora de conservacion de aislados flngicos

Foto 13:  Observacion
Foto 11: Fijacion de la Foto 12: Placas de tincién microscopica de bacilos
muestra para tincion de Gram de Gram gran negativos.

i £ Foto 16: Observacion microscopica
Foto 15: Observacion de estructuras fungicas.
microscopica
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—d

Foto 17: Medicion de Foto 18: Crecimiento radial Foto 19: Conteo de conidios.
crecimiento radial. de hongos.

Foto 20: Reaccion positiva a la prueba catalasa. Foto 21: Formacion de halo
de solubilizacion de fosfatos.

Foto 22: formacion de Foto 23: formacién de Foto 24: Cambio de color en el
halo de actividad halo de actividad medio de cultivo como indicador
celulolitica de bacterias. celulolitica de hongos. de la produccion de sideroforos.
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L. -fr‘_m 3 .

Foto 25: Aislado bacteriano Foto 26: Cambio de color

no fijador de nitrégeno. en el medio de cultivo
como indicador de la
fijacion de nitrégeno.

Foto 27: Preparacion de la
curva de calibracion de AIA

Foto 28: Reaccion al reactivo Salkovski
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Foto 29: Curva de calibracion de acido indol-3acético
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Foto 30: Divulgacion de resultados en el séptimo ciclo de la carrera de Agronomia. 15 de
julio del 2022.

Anexo 2: Componentes de los medios de cultivo utilizados

e Agar nutriente

COMPUESTO g/L

Peptona

5,00

Extracto de levadura 3,00
Cloruro de sodio 5,00
Agar bacteriologico 15,00

e Medio de cultivo especifico para Azospirillum

COMPUESTO
Glucosa
NaCl
C&C'z
MgSO4 X7 Hzo
Na;MoO,4
K:HPO,
KH2PO,
FeSO4 x 7 H,0O
Bromotimol azul
Agar

g/L
10,00
0,01
0,02
0,01
0,02
6,00
0,02
0,01
(5 % en etanol) 5 mL
15,00
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Medio de cultivo especifico para Azotobacter
g/L

COMPUESTO
Glucosa
Mannitol

CaC|2 X 2 Hzo
MgSO4 x 7 H,0
Na,MoQO4x 2 H,0
K2HPOQO,
KH2PO4
FeSO4 x 7 H,0
CaCOs
Agar
pH6.8-7.0

5,00
5,00
0,10
0,10
5,00
0,90
0,10
0,01
5,00
15,00

Medio de cultivo especifico para Pseudomonas

Medio Nfb

Medio King B

COMPUESTO
Trytone
Protease peptone
K2HPO,4
MgSO,
Glicerol
Agar
pH7

COMPUESTO
Acido malico
KoHPO,
EDTA Fey Na
Na,MoO4 x 2 H,O
MnSO, X 2 H,O
MgSO4 X H20
NaCl
CaclL, X 2 H,O
Biotina
Agar
Azul de bromotimol
pH 6

COMPUESTO
Peptona de proteosa

Fosfato de hidrégeno dipotasico
Sulfato de magnesio heptahidrato

Agar

g/L
10,00
10,00

1,50

1,50

7,92 mi
15,00

g/L
5,00
0,05
0,01
0,001
0,002
0,20
0,1
0,026
0,0001
15,00
0,0375

g/L
20,00
1,50
1,50
20,00
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Medio Agar Carboximetil Celulosa

COMPUESTO
CMC
Extracto de levadura
Peptona
Sulfato de amonio
ClCa
KH2PO4
K2HPO4
Agar
pH 7

Medio Agar Pikovskaya

COMPUESTO
Extracto de levadura
Dextrosa
Fosfato de calcio
Sulfato de amonio
Cloruro de potasio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Sulfato de hierro
Agar
pH7

g/L
10,00
2,50
2,50
0,50
0,50
0,10
0,10
15,00

g/L
0,50
10,00
5,00
0,50
0,20
0,10
0,0001
0,0001
15,00
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Anexo 4. Promedio de triplicados y desviacion estandar obtenidos de la cinética de crecimiento bacteriano.

ZC1 MA2 MA3 LC5 SP14 SP15

Hora ["promedio | Desviacion | Promedio | Desviacion | Promedio | Desviacion | Promedio | Desviacién | Promedio | Desviacion | Promedio | Desviacion

estandar estandar estandar estandar estandar estandar
0 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,000 0,001 0,000 0,001 0,000 0,002 0,001
0,3 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002 0,020 0,000
1 0,002 0,000 0,002 0,001 0,000 0,000 0,002 0,002 0,003 0,002 0,048 0,019
3 0,003 0,001 0,003 0,001 0,018 0,022 0,004 0,003 0,007 0,002 0,004 0,003
6 0,010 0,006 0,009 0,007 0,020 0,006 0,004 0,003 0,028 0,006 0,009 0,005
0,023 0,026 0,028 0,023 0,088 0,020 0,036 0,017 0,038 0,003 0,050 0,009
10 0,065 0,008 0,065 0,008 0,211 0,020 0,051 0,030 0,147 0,023 0,014 0,009
12 0,287 0,010 0,290 0,010 0,326 0,016 0,092 0,024 0,308 0,011 0,280 0,014
14 0,290 0,019 0,290 0,019 0,334 0,010 0,107 0,008 0,284 0,020 0,299 0,017
16 0,396 0,003 0,379 0,003 0,341 0,003 0,183 0,005 0,331 0,017 0,366 0,004
18 0,456 0,006 0,448 0,023 0,426 0,019 0,369 0,025 0,396 0,014 0,443 0,011
20 0,672 0,029 0,645 0,014 0,529 0,015 0,495 0,024 0,528 0,017 0,533 0,020
22 0,676 0,021 0,643 0,012 0,571 0,012 0,465 0,022 0,593 0,015 0,440 0,027
24 0,640 0,011 0,643 0,012 0,573 0,019 0,452 0,013 0,490 0,008 0,455 0,020
26 0,632 0,029 0,641 0,018 0,555 0,000 0,446 0,019 0,511 0,021 0,483 0,033
28 0,630 0,006 0,678 0,002 0,562 0,015 0,494 0,028 0,521 0,015 0,460 0,007

4.1. Promedio de triplicados y desviacion estandar de los aislados ZC1, MA2, MA3, LC5, SP14 y SP15.
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MA4 LC6 LL7 LL8 SP9
Hora Promedio Desviacion estandar | Promedio Desviacién estandar Promedio Desviacion estandar Promedio Desviacién estandar Promedio Desviacion estandar

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000
0,3 0,002 0,001 0,004 0,006 0,001 0,001 0,002 0,003 0,001 0,001
1 0,003 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,001
3 0,010 0,007 0,024 0,005 0,000 0,000 0,009 0,011 0,010 0,009
6 0,003 0,002 0,008 0,012 0,002 0,003 0,003 0,002 0,000 0,000
8 0,006 0,000 0,004 0,002 0,007 0,005 0,028 0,031 0,003 0,001
10 0,011 0,007 0,009 0,000 0,032 0,022 0,060 0,024 0,009 0,002
12 0,018 0,002 0,069 0,002 0,073 0,023 0,273 0,012 0,028 0,007
14 0,206 0,033 0,473 0,027 0,213 0,052 0,509 0,013 0,374 0,010
16 0,533 0,022 0,743 0,053 0,511 0,041 0,689 0,030 0,592 0,013
18 0,759 0,075 0,949 0,094 0,722 0,027 0,817 0,039 0,767 0,014
20 0,934 0,120 1,086 0,095 0,887 0,037 0,923 0,040 0,840 0,020
22 1,039 0,124 1,242 0,033 0,983 0,013 0,995 0,042 0,962 0,040
24 1,071 0,125 1,281 0,043 1,044 0,021 1,073 0,036 0,952 0,040
26 1,143 0,119 1,309 0,031 1,126 0,023 1,153 0,036 0,993 0,019
28 1,369 0,246 1,329 0,045 1,190 0,027 1,220 0,042 1,736 0,037
30 1,098 0,166 1,381 0,029 1,255 0,018 1,279 0,033 1,709 0,030
32 0,782 0,050 1,544 0,092 1,303 0,011 1,324 0,031 1,224 0,038
34 0,543 0,012 1,310 0,038 1,338 0,009 1,359 0,030 0,586 0,037
36 0,350 0,111 0,196 0,057 1,389 0,008 1,408 0,024 0,377 0,018
38 0,010 0,002 0,045 0,015 1,362 0,009 1,452 0,028 0,332 0,014
40 0,009 0,001 0,040 0,017 1,450 0,008 1,491 0,016 0,312 0,018
42 0,074 0,003 0,121 0,010 1,502 0,004 1,520 0,019 0,386 0,009
44 0,080 0,003 0,035 0,015 1,539 0,027 1,499 0,041 0,450 0,005
46 0,037 0,003 0,040 0,004 1,535 0,019 1,496 0,062 0,353 0,001
48 0,029 0,003 0,065 0,027 1,530 0,025 1,500 0,028 0,450 0,003

4.2. Promedio de triplicados y desviacion estandar de los aislados MA4, LC6, LL7, LL8 y SP9.
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SP10 SP11 SP12 SP13
Hora ™ promedio Desviacion estandar Promedio Desviacion estandar Promedio Desviacion estandar Promedio Desviacion estandar

0 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,013 0,000
0,3 0,002 0,000 0,000 0,000 0,008 0,007 0,001 0,006
1 0,008 0,007 0,010 0,014 0,012 0,008 0,001 0,004
3 0,016 0,011 0,004 0,002 0,009 0,005 0,010 0,009
6 0,000 0,000 0,001 0,000 0,003 0,003 0,039 0,018
8 0,003 0,001 0,007 0,000 0,005 0,003 0,327 0,054
10 0,002 0,002 0,001 0,000 0,045 0,030 0,602 0,048
12 0,016 0,007 0,005 0,004 0,173 0,080 0,779 0,038
14 0,180 0,010 0,000 0,000 0,481 0,014 0,934 0,039
16 0,568 0,013 0,001 0,000 0,706 0,004 1,068 0,029
18 0,800 0,014 0,053 0,031 0,726 0,017 1,124 0,014
20 0,947 0,020 0,239 0,002 0,852 0,018 1,228 0,023
22 1,017 0,040 0,565 0,031 0,920 0,042 1,255 0,008
24 0,974 0,040 0,696 0,062 1,076 0,006 1,214 0,029
26 0,979 0,019 0,906 0,043 1,136 0,004 1,188 0,018
28 0,873 0,037 1,023 0,038 1,201 0,009 1,154 0,029
30 0,806 0,030 1,102 0,053 1,221 0,014 1,103 0,030
32 0,684 0,038 1,068 0,030 1,218 0,076 1,059 0,030
34 0,492 0,037 0,472 0,082 1,092 0,010 1,011 0,024
36 0,194 0,018 0,168 0,045 1,075 0,024 0,983 0,018
38 0,039 0,014 0,265 0,073 1,119 0,060 0,943 0,015
40 0,065 0,018 0,235 0,004 1,099 0,054 0,925 0,019
42 0,028 0,009 0,291 0,051 1,142 0,011 0,905 0,010
44 0,017 0,005 0,206 0,011 1,041 0,020 0,890 0,014
46 0,017 0,001 0,123 0,022 0,707 0,013 0,883 0,011
48 0,013 0,003 0,110 0,008 0,686 0,038 0,884 0,020

4.3. Promedio de triplicados y desviacion estandar de los aislados SP10, SP11, SP12 y SP13.
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Anexo 5: Analisis estadistico de datos

Absorbancia/horas

Aislado Género 48 72 96
ZC1 Azotobacter 11,5de 30,83 ab 24,67 ns
MA2 Pseudomonas 36,0 abc 17,33 bc 15,33 ns
MA3 Azospirillum 41,67 a 30,17 ab 14,83 ns
LC5 Azotobacter 39,0 ab 16,83 bc 14,00 ns
SP14 Azospirillum 10,67 de 22,50 abc 13,50 ns
SP15 Azotobacter 24,83 abcd 40,33 a 38,17 ns
MA4 Azotobacter 41,33 a 35,50 ab 37,17 ns
LC6 Pseudomonas 16,83 cde 20,33 abc 26,00 ns
LL7 Azospirillum 20,17 bede 6,33 ¢ 36,67 ns
LL8 Azotobacter 27,17 abcd 15,50 bc 14,00 ns
SP9 Pseudomonas 28,0 bed 32,50 ab 15,50 ns
SP10 Pseudomonas 10,50 de 19,50 abc 16,00 ns
SP11 Azotobacter 14,83 de 14,67 bc 34,50 ns
SP12 Azospirillum 2,33¢e 8,67c¢C 15,50 ns
SP13 Pseudomonas 20,17 abcd 34,00 ab 29,17 ns

EEX + 0,0144 0,0092 0,0218

ZC: Zapotillo — cebolla; MC: Macara — arroz; LC: Loja — coliflor; LL: Loja — lechuga; SP:
Saraguro — papa. Medidas con letras distintas en cada columna difieren segun la prueba de

Kruskal Wallis (a<0,05) (n = 135). EEX + Error Estandar de la media.

Anexo 5. Rangos obtenidos mediante la prueba no paramétrica de la produccion de AlA de
los aislados bacterianos
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Anexo 6. Certificacion de traduccién del Abstract

ABSTRACT
Beneficial rhizospheric microorganisms are noted for increasing nutrient availability,
producing hormones and protecting plants against biotic and abiotic stresses. The objective
of this work was to characterize rhizospheric microorganisms isolated from agricultural soils
of the province of Loja in order to select promising strains of interest as bioinoculants. Soil
samples of horticultural crops (1 kg per site) were collected from the most representative
areas of the Zapotillo, Macard, Saraguro and Loja cantons by simple random sampling and
then transported to the Biotechnology Center of the National University of Loja. For the
isolation of rhizospheric microorganisms, serial dilutions of each sample of up to 10-3 and 10-*
were made and sown in triplicate in Petri dishes with Nutrient Agar for bacteria and Rose

Bengal for fungi, incubated at 26 °C and 28 °C for 48 and 72 hours respectively, then, the

microorganisms that presented morpho-cultural characteristics of interest were purified.
After, the determined incubation period and in relation to the results of the growth kinetics,
the bacterial isolates were preserved in glycerol (20 % and 100 %) and the fungal isolates in
sterile distilled water for subsequent morphological, biochemical and physiological
characterization. Iln all cases, the rhizospheric isolates showed interesting characteristics such
as motility, positive catalase, phosphate solubilization, cellulolytic activity, siderophore
production, biological nitrogen fixation and indole-3-acetic acid production, with the MA3
strain from the Macard canton standing out. Therefore, these promising results lay the
groundwork for the selection of strains with the ability to promote plant growth that could be

an alternative to chemical fertilization in cultivars of agricultural interest.

Key words: Rhizospheric microorganisms, growth kinetics, cryopreservation, motility,
phosphate solubilization, siderophore production, Azotobacter, Azospirillum, Pseudomonas

and Penicillium sp.
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