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Resumen 

En la agricultura la búsqueda de nuevos agentes promotores ha sido el principal tema de 

interés en los últimos años debido a la creciente demanda alimentaria, al mejoramiento de los 

cultivos y a la contaminación ambiental por uso indebido de fertilizantes. El rol de bacterias 

que promueven el crecimiento vegetal (BPCV) mediante mecanismos como solubilización de 

fósforo y potasio, fijación de nitrógeno, producción de fitohormonas y biosíntesis de 

sideróforos ha sido una respuesta para lograr una agricultura sustentable. Por lo tanto, este 

proyecto de investigación plantea identificar, caracterizar y someter a condiciones de 

invernadero a microorganismos mesófilos con capacidad de promoción de crecimiento 

vegetal obtenidos de cultivos agrícolas. La metodología empleada incluye el uso de medios 

de cultivo selectivos (Jensens, NBRIP, Aleksandrov y Agar Cas) para determinación de 

mecanismos promotores; la identificación molecular para cepas bacterianas y la evaluación 

de efectos fisiológicos en plantas de maíz en invernadero. De muestras de suelo de cultivos 

de cacao, banano y maíz; se obtuvo 13 cepas potenciales BPCV pertenecientes a los géneros 

Enterobacter, Klebsiella, Leclercia, Bacillus, Acinetobacter y Pseudomonas; 9 cepas fueron 

escogidas por su capacidad de solubilizar fósforo y potasio; fijar nitrógeno; producir AIA y 

sideróforos en experimentos in_vitro. Las mismas divididas en grupos de 3 para N, P y K 

puestas en condiciones de invernadero, no presentaron influencia significativa para N, 

bacterias de P y K en cambio mostraron una influencia negativa debido a que el control 

mostró un mejor desarrollo. Por lo tanto, las BPCV no manifestaron capacidad promotora 

durante su caracterización en condiciones de invernadero, pero si en condiciones in_vitro, 

suponiendo que el comportamiento de las bacterias esta influenciado por demás variables a 

controlar. 

 

Palabras Clave: Agricultura sostenible, bacterias promotoras de crecimiento vegetal 

(BPCV), NPK.  



 
 

 

Abstract 

In agriculture, the search for new promoting agents has been the main topic of interest in 

recent years due to the growing food demand, crop improvement and environmental pollution 

by improper use of fertilizers. The role of bacteria that promote plant growth (BPCV) 

through mechanisms such as phosphorus and potassium solubilization, nitrogen fixation, 

phytohormone production and siderophore biosynthesis has been an answer to achieve 

sustainable agriculture. Therefore, this research project aims to identify, characterize and 

subject mesophilic microorganisms with plant growth promotion capacity obtained from 

agricultural crops to greenhouse conditions. The methodology employed includes the use of 

selective culture media (Jensen’s, NBRIP, Aleksandrov and Cas Agar) for the determination 

of promoter mechanisms; molecular identification for bacterial strains and evaluation of 

physiological effects on maize plants in greenhouses. Thirteen potential BPCV strains 

belonging to the genera Enterobacter, Klebsiella, Leclercia, Bacillus, Acinetobacter and 

Pseudomonas were obtained from soil samples of cocoa and banana crops; 9 strains were 

chosen for their capacity to solubilize phosphorus and potassium; fix nitrogen; produce AIA 

and siderophores in_vitro experiments. These strains were divided into groups of 3 for N, P 

and K under greenhouse conditions, and showed no significant influence for N, P and K 

bacteria, but showed a negative influence because the control showed a better development. 

Therefore, the BPCV did not show promoter capacity during their characterization under 

greenhouse conditions, but they did under in_vitro conditions, assuming that the behavior of 

the bacteria is influenced by other variables to be controlled. 

 

Keywords: Sustainable agriculture, plant growth promoting bacteria (PGPB), NPK. 
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CAPÍTULO 1 

  



 
 

 
 

1.1 INTRODUCCIÓN 

Los fertilizantes sintéticos o agroquímicos en general representan un producto 

indispensable para el crecimiento y mantenimiento de los cultivos, su empleo en el mercado 

mundial en 2024 fue de 384,37 mil millones de dólares, la mayoría van dirigidos a los 

cultivos extensivos como arroz, trigo y maíz cuya dosificación es dependiente de la edad, tipo 

de planta y estado nutricional del suelo (Mordor Intelligence, 2025). Los agroquímicos son 

considerados el principal problema de contaminación ambiental relacionada con la actividad 

agrícola, dicha actividad es indispensable para la obtención de alimentos para solventar la 

alimentación mundial, sin embargo, el uso de estos químicos ha provocado afecciones en las 

aguas subterráneas, suelo e incluso al propio cultivo (FAO, 2025). Ante esta problemática 

han surgido nuevas tecnologías como es el caso del uso de microorganismos como hongos, 

bacterias o rizobios que promueven el crecimiento vegetal debido a que promete obtener una 

mayor o igual producción agrícola con menor empleo de agroquímicos, protección ante 

fenómenos (ambientales y biológicos) y finalmente un menor impacto ambiental (Ke et al., 

2021). 

Los biofertilizantes son productos que contienen microorganismos como bacterias, 

hongos y algas que permiten en relación simbiótica mejorar las características fisiológicas del 

huésped (planta). Su uso ha llegado al punto de que diversos cultivos podrían mejorar su 

rendimiento en un 25% (Bhattacharyya & Jha, 2011; Mordor Intelligence, 2025). Dentro de 

este grupo tan grande se define en específico a las bacterias promotoras de crecimiento 

vegetal (BPCV) que han presentado en estudios, características beneficiosas para el huésped 

en el que hábitat. Dado que estos organismos no solo son capaces de solubilizar fósforo y 

potasio, así como de fijar nitrógeno, sino que también actúan como protectores frente a estrés 

ambientales (Alves de Andrade et al., 2023). Además, promueven la resistencia de plantas 

ante patógenos y generar metabolitos como auxinas y giberelinas, los cuales favorecen el 



 
 

 
 

crecimiento vegetal entre otras funciones (Abdelaal et al., 2021; Bhattacharyya & Jha, 2011; 

Gouda et al., 2018). 

Diversos estudios bajo condiciones de invernadero, cepas de bacterias han logrado 

tener una importante relevancia, por ejemplo, la especie Enterobacter cloacae, ha sido 

confirmada como fijadora de nitrógeno en pruebas con plantas de trigo (Chakraborty et al., 

2019; Ji et al., 2020; Swamy et al., 2016). Además de su capacidad para aumentar 

significativamente los niveles de nitrógeno, esta especie demuestra ser tolerante al estrés 

salino, además de no afectar la biodiversidad de bacterias en el suelo y al mismo tiempo son 

productoras de fitohormonas (Chakraborty et al., 2019; Gou et al., 2023; Ji et al., 2020; 

Swamy et al., 2016). 

En otros estudios, se ha identificado una amplia variedad de especies de Bacillus que 

también son fijadoras de nitrógeno, como la especie Bacillus licheniformes especialmente en 

plantas de maíz. En este contexto, se ha demostrado que esta cepa es capaz de producir AIA 

(ácido indol acético), ACC (1-aminociclopropano-1-1-carboxilato) y presentar una actividad 

antifúngica (Panichikkal et al., 2021; Yousuf et al., 2017). Por otra parte, y con respecto a su 

capacidad de resistencia a patógenos, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens y 

Pseudomonas stutzeru tuvieron resultados positivos contra el patógeno Phytophthora capsici 

en pepino (Islam et al., 2015). Por otro lado, en temas de biorremediación en suelo como 

muestra un estudio combinatorio planta/huésped Bacillus methylotrophicos y Brassica rapa 

mejorado con Staphylococcus pasteuri que remedia el suelo agrícola contaminado con 

PAH/DDT (Hidrocarburos aromáticos policíclicos/Diclorodineiltricloroetano) sin interrumpir 

la producción de los cultivos (Zheng et al., 2020). Mientras que otros casos exhibe diferentes 

especies de Streptomyces obtenidos de la rizosfera de distintas plantas y de suelo que han 

sido capaces de producir AIA y sideróforos (Vurukonda et al., 2020). 



 
 

 
 

Por lo expuesto, el empleo de biofertilizantes se presenta como una opción rentable ya 

que, al ser ecológicos y de carácter natural, mejoran la fertilidad del suelo y elevan entre 10 a 

40% el rendimiento de los cultivos (Mahanty et al., 2016). Por lo tanto, esta investigación 

tiene como objetivo identificar y caracterizar funcionalidades de bacterias obtenidas del suelo 

de cultivos agrícolas como maíz, banano y cacao y evaluarlas como potenciales productos de 

biofertilizante. Además de someterlos a condiciones de invernadero para determinar su 

capacidad de solubilización y fijación frente fuentes inorgánicas de P, K, y N en plantas de 

maíz.  El propósito es favorecer la reducción del uso de agroquímicos y promover el cambio 

hacia bacterias promotoras que mejoren el rendimiento del cultivo para lograr una agricultura 

sustentable.  

1.2 Descripción del problema 

La agricultura representa una actividad indispensable para la obtención de alimentos 

de consumo diario. Sin embargo, dicha práctica fomenta efectos adversos al ambiente; los 

fertilizantes y plaguicidas son los principales causantes de la contaminación de las aguas 

subterráneas y suelo (FAO, 2025). Los fertilizantes químicos sintéticos dosificados 

erróneamente en grandes cantidades percolan en cuerpos de agua y rizosfera, provocando un 

desequilibrio en el ecosistema natural debido a sus especies químicas (nitratos y amonios) 

que reacciona con el entorno; lo que genera problemas no solo en el ambiente sino en la 

productividad agrícola (Capera-Rivas et al., 2020; Zandi & Basu, 2016). En Ecuador el costo 

de un saco de 50 kg de urea en 2022 supera los $54, mientras que en 2023 el muriato de 

potasio ronda los $58, precios elevados que difícilmente pueden ser costeados por un 

agricultor por lo tanto el uso de BPCV resulta de una alternativa sustentable en costos y 

desarrollo biológico al cultivo (Ministerio de Agricultura y Ganadería, 2023). 



 
 

 
 

1.3 Justificación del problema 

 La obtención de un bioproducto a base de una cepa bacteriana o de un consorcio de 

bacterias sería un progreso en la agricultura sostenible, dado que optimiza el ecosistema del 

suelo mejorando propiedades físicas y químicas; al mismo tiempo que no produce un efecto 

adverso (Ngalimat et al., 2021). Mientras que el uso indiscriminado de fertilizantes químicos 

para satisfacer la demanda alimentaria ha provocado contaminación y daño microbiológico a 

los suelos y paralelamente vuelve propensos a enfermedades a los cultivos comerciales. 

(Capera-Rivas et al., 2020)  

Por lo tanto, utilizar biofertilizantes resulta ecológico por lo antes expuesto, logrando 

obtener un rendimiento semejante a los fertilizantes comerciales (Mahanty et al., 2016). Por 

lo tanto, identificar y caracterizar funcionalidades de bacterias de suelo como potenciales 

productos de biofertilizante y someterlos a condiciones de invernadero sería de vital 

importancia para ascender un escalón más al desarrollo de biofertilizantes comerciales y a 

promover una agricultura sustentable.   

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo General 

Evaluar microorganismos mesófilos con capacidad de promoción de 

crecimiento vegetal para una agricultura sostenible. 

1.4.2 Objetivo Específico 

•  Aislar e identificar bacterias promotoras de crecimiento vegetal 

(BPCV) provenientes de cultivos comerciales de la costa ecuatoriana. 

• Caracterizar bacterias solubilizadoras (P, K), fijadoras (N2) y 

productoras de fitohormonas mediante pruebas bioquímicas y biología molecular. 

• Evaluar el efecto de las cepas promisorias (BPCV) en plantas de maíz 

en condiciones de invernadero. 



 
 

 
 

1.5 Marco teórico  

1.5.1 Agricultura sustentable 

La agricultura se presenta como una actividad indispensable por su necesidad de 

obtener alimentos para el consumo diario; del 95% de tierras agrícolas mundiales 38% es 

utilizado en cultivos como arroz, trigo y maíz (Mordor Intelligence, 2025). Asimismo, se 

estima los posibles problemas que poseerá en un futuro la agricultura por el continuo 

aumento poblacional e incremento en la demanda de alimento, las proyecciones estiman que 

para 2050 la población alcanzara los 9 700 millones de individuos (United Nations, 2019). 

Por otra parte, este no es el único problema asociado a la agricultura, sino que se presenta las 

continuas afectaciones relacionadas a la contaminación del medio ambiente; los químicos 

como fertilizantes y plaguicidas son los principales contaminantes de aguas subterráneas y 

suelo (FAO, 2025). Por lo tanto, los dos principales problemas conllevan al planteamiento de 

una agricultura sustentable, solo la definición de sostenibilidad en la agricultura implica el 

requisito de cubrir las necesidades alimentarias de la población, garantizando el bajo impacto 

al medio ambiente y a la rentabilidad productivo de los insumos cultivables (Cao et al., 2023; 

Pham & Smith, 2014). 

Encontrar nuevos métodos o tecnología para fomentar una agricultura sustentable ha 

sido de interés en la actualidad (Arora et al., 2022). Solucionar los problemas 

correspondientes al uso de plaguicidas y fertilizantes ha sido considerado uno de los puntos 

clave dado que este grupo de químicos se convierten en pilar de la agricultura debido a la 

intervención en el desarrollo de la planta, control de plagas y rendimiento (Arora et al., 2022; 

Lykogianni et al., 2021). Contrariamente la mala praxis como la eliminación deficiente, falta 

de equipamiento adecuado y obtención de pesticidas ilegales conlleva a que su manejo 

indiscriminado provoque severos daños a la salud humana, ecosistema e irónicamente a la 

misma producción agrícola (Lykogianni et al., 2021). Entonces para conseguir los mismos 



 
 

 
 

resultados beneficiosos de los plaguicidas y fertilizantes se han establecidos algunas 

tecnologías como por ejemplo la utilización de nanomateriales, recursos genéticos y empleo 

de organismos (Arora et al., 2022; Ke et al., 2021; Thudi et al., 2021).  

Los nanomateriales son clasificados según su utilidad tales como los nanofertilizantes, 

nanospesticidas y la combinación de nanobiofertilizantes (Arora et al., 2022). Estos 

responden ante una problemática que poseen los químicos tradicionales y es que estos son 

lixiviados por el suelo por lo tanto la planta es incapaz de captar los nutrientes dados, por lo 

que al usar nanomateriales mejora la captación de estos nutrientes o eliminación de plagas al 

ser muy específicos en su formulación (Arora et al., 2022). Por otra parte, existen recursos 

genéticos como ensamblajes de secuencias genómicos, datos de secuenciación de 

germoplasma y bibliotecas de expresión génica han promovido un fitomejoramiento 

sistemático, básicamente el mejoramiento asistido por genómica es implementado para 

combatir el estrés biótico y abiótico mientras mejora la calidad nutricional en cultivos 

agrícolas (Thudi et al., 2021). Por último, se encuentra el uso de organismo mutualistas 

asociados a plantas que plantea la promoción de crecimiento vegetal (PGP), muchos de los 

microorganismos aislados han sido estudiados como potenciales biofertilizante y agentes de 

biocontrol (Ke et al., 2021). Su futura aplicación en cultivos agrícolas se enfoca en el bajo 

costo con alto rendimiento y poca probabilidad de degradación ambiental en comparación a 

los químicos tradicionales (Ke et al., 2021).  

1.5.2 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal  

En general los organismos vegetales como las plantas se encuentran en una relación 

simbiótica con microorganismos del suelo o incluso con microorganismos que se ubican en 

su interior esto por lo general se debe a que las raíces están en contacto con el suelo y su 

diferentes nutrientes, a su vez el intercambio entre nutrientes del suelo y raíces provoca que 

las raíces exuden compuestos orgánicos solubles, sustancias que promueven la atracción de 



 
 

 
 

diferentes microorganismos (Al-Tammar & Khalifa, 2022; Gouda et al., 2018). Este es el 

caso de bacterias y hongos, su relación se establece durante el desarrollo y crecimiento de la 

planta, por lo que cuando se fijan con el huésped toman el papel de mejorar las características 

de crecimiento y las condiciones del medio (Abdelaal et al., 2021; Gouda et al., 2018). A 

pesar de que bacterias y hongos cumplen diferentes mecanismos para la mejora de la planta, 

esta investigación se enfocara en las bacterias, Aquellas bacterias que se encuentran de forma 

libre en el suelo se denominan rizobacterias mientras que aquellas que se posicionan en el 

interior de la raíz del huésped, bacterias endófitas (Gouda et al., 2018).  Las bacterias de vida 

libre poseen mecanismos como de fijación de nitrógeno y solubilización por lo tanto están 

involucrados en actividades bióticas del ecosistema del suelo que promueve el dinamismo y 

la sustentación de los cultivos, en base a esto se quiere lograr comercializarlas como un punto 

vial para una agricultura sostenible (Gouda et al., 2018). 

1.5.3 Mecanismo de acción  

Las BPCV poseen mecanismos que implica el mejoramiento de las fisiologías de las 

plantas (fijación, solubilización, producción de fitohormonas) la resistencia a patógenos y la 

neutralización del estrés ambiental (Al-Tammar & Khalifa, 2022). 

1.5.4 Fijación biológica del nitrógeno 

La fijación del nitrógeno por estas bacterias se considera como un mecanismo directo 

dado que es la interacción entre la bacteria a planta. Esta fijación la pueden realizar tanto 

bacterias simbióticas como no simbióticas a la planta, por lo que se establece una relación 

con la capacidad de la bacteria que tenga genes de fijación denominados genes nif que 

codifican a una enzima conocida como nitrogenasa (Abdelaal et al., 2021; Arsita et al., 

2020a). El nitrógeno al ser un elemento gaseoso encontrado en el aire y que se queda 

atrapado en el suelo es de difícil acceso para la planta, pero de vital importancia para sus 

regulaciones orgánicas (Abdelaal et al., 2021). Las bacterias del suelo al logran convertir el 



 
 

 
 

nitrógeno en una molécula orgánica mediante la enzima nitrogenasa convierte en un suelo 

mucho más productivo para las plantas (Abdelaal et al., 2021). El suelo que es más rico en 

consorcios de bacterias fijadores de nitrógeno son los que pertenecen a los cultivos de maíz 

debido a que esta planta es una alta demandante de nitrógeno biológico, por lo tanto, 

conviene una simbiosis con esta (Arsita et al., 2020).  

1.5.5 Solubilización de Fósforo  

El nitrógeno y fósforo son los macroelementos más necesitados por las plantas y estas 

las requieren en sus cantidades adecuadas para su correcto desarrollo (Gouda et al., 2018). 

Las bacterias no solo promueven la biodisponibilidad del fósforo inorgánico, sino que 

cambian de manera positiva el pH del suelo (Abdelaal et al., 2021; Gouda et al., 2018; Li et 

al., 2021). Cuando se realiza demasiado riego con fertilizantes fosfatados estos se fijan con el 

calcio en suelos calcáreos, las bacterias al solubilizar el fósforo bajan el pH del suelo, 

previene la precipitación del fósforo por cationes y mineraliza al fósforo con enzimas como 

las fosfatasas, CP liasas y fitasas (Abdelaal et al., 2021; Li et al., 2021).    

1.5.6 Solubilización de Potasio 

El potasio es un elemento que participa en la regulación de la absorción de CO2 en 

plantas, potencia el desarrollo radicular y el crecimiento apical, por lo que se lo considera 

dentro de los macronutrientes importantes para el crecimiento de la planta (Gouda et al., 

2018; Restrepo-Correa et al., 2017). Pero este es un elemento muy poco soluble en el suelo, 

este se encuentra en rocas insolubles y minerales de silicato las bacterias solubilizadoras 

logran disolver este elemento en forma de mica lo que promueve su absorción en cultivos 

(Gouda et al., 2018; Yaghoubi Khanghahi et al., 2018). Las BPCV promueven la 

solubilización mediante la disminución de pH del medio lo que indica la liberación de ácidos 

orgánicos que logra la liberación de iones de potasio de potasio mineral ya sea por 

protonación o acidificación (Restrepo-Correa et al., 2017).  



 
 

 
 

1.5.7 Producción de fitohormonas 

Tanto estas bacterias como otros tipos de microorganismos pertenecientes a este 

grupo promotor vegetal producen variedad de metabolitos denominados fitohormonas, debido 

a la relación simbiótica con la planta, las bacterias regulan estas hormonas con el fin de 

mejorar el desarrollo del huésped y así obtener beneficios a cambio (Abdelaal et al., 2021). 

Por ejemplo, el grupo de metabolitos pertenecientes a las auxinas son unos de los más 

estudiados siendo el representante el ácido indol-3acético (AIA) relacionado al crecimiento 

de las raíces largas (Backer et al., 2018; Numan et al., 2018). Así también se encuentran las 

citoquininas las cuales se involucran en una mejora división celular y formación de raíces 

(Backer et al., 2018; Kozaki & Aoyanagi, 2022). Mientras que la producción de giberelinas 

por parte de estas bacterias está relacionada con la germinación de semillas, floración y 

desarrollo del tallo (Backer et al., 2018; Ngalimat et al., 2021). Los ejemplos de metabolitos 

anteriormente presentados no son los únicos productos de las bacterias, también se 

encuentran metabolitos secundarios con propiedades antibióticas como los lipopétidos, 

propiedades antifúngicas como péptidos ricos en aminoácidos y saliendo del tema análogos 

cíclicos como agentes anticancerígenos (Narayanan & Glick, 2022). 

1.5.8 Producción de sideróforos 

El hierro se presenta como uno de los minerales con más abundancia en la tierra, el 

problema radica en la forma insoluble en la que se encuentra. Debido a que dicho elemento es 

indispensable para los organismos autótrofos por su papel en el metabolismo celular actuando 

como cofactor de ciertas enzimas; los microorganismos como las BPCV han evolucionado de 

tal manera que son capaces de sintetizar sideróforos, moléculas que ayudan a la 

solubilización del Fe (Vejan et al., 2016). Esto se da porque los sideróforos al ser compuestos 

de bajo peso molecular se unen al hierro y participan en la quelación del hierro férrico 

(Restrepo-Correa et al., 2017; Vejan et al., 2016).    



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

2.1 METODOLOGÍA 

2.2 Área de Estudio y colecta de muestras 

Se realizó un muestreo de suelo rizosférico en siete fincas ubicadas en las provincias; Los 

Ríos: Fca. Ramilla (-1.533637, -79.763373), Fca. Calichama (-1.513043, -79.734189), Fca. 

Vinces (-1.534870, -79.785078), Fca. Solanda (-1.544963, -79.760282), Fca. Caicedo (-

1.538442, -79.764403) y Guayas: Fca. Matanegro (-2.898485, -79.677617), Fca. Colón (-

2.918768, -79.705126). Se recolectaron 15 submuestras de suelo de diferentes posiciones de 

la hacienda correspondiente. Basado en el método de zigzag a 20 cm de profundidad del 

suelo y una distancia entre el punto de muestro y la planta de 10 cm (Agrocalidad, 2018). 

Finalmente fueron homogenizadas obteniendo una muestra compuesta de 1 kg de suelo 

rizosférico de cultivos de maíz, banano y cacao, fueron rotuladas y almacenadas en cuarto 

frío hasta su respectivo análisis (Agrocalidad, 2018).  

2.3 Pre-enrequecimiento y aislamiento en medios selectivos de bacterias NPK 

Soluciones pre-enriquecidas diferenciadas fueron empleadas para análisis NPK de la 

siguiente manera: Para bacterias fijadoras de nitrógeno se utilizó medio TSB en 90 ml de 

agua; para bacterias solubilizadoras de potasio 2.30 g de agua peptonada y 0.5 g de fosfato 

dipotásico en 90 ml de agua; y finalmente para bacterias solubilizadoras de fósforo 2.30 g de 

agua peptonada y 0.09 g de fosfato tricálcico (Arsita et al., 2020; K. S. Li et al., 2021; 

Yaghoubi Khanghahi et al., 2018). Posteriormente se tomó 90 ml del pre-enrequecimiento 

selectivo y 10 g de suelo, incubadas en el agitador New Brunswich durante 12 horas a 

temperatura ambiente (Arsita et al., 2020; K. S. Li et al., 2021; Yaghoubi Khanghahi et al., 

2018). 

A partir del medio de enriquecimiento se realizó diluciones seriadas (10-1,10-2 ,10-3 

,10-4 ,10-5) y luego se sembraron en medios selectivos de acuerdo a la siguiente información. 



 
 

 
 

2.3.1 Fijadores de nitrógeno 

Para este grupo de microorganismos se utilizó el medio Jensen el cual presenta la 

siguiente composición: 20 g/L de glucosa, 1 g/L fosfato dipotásico, 0.5 g/L de sulfato de 

magnesio, 0.5 g/L de cloruro de sodio, 0.1 g/L sulfato de hierro, 0.005 g/L de molibdato de 

sodio, 2 g/L carbonato de calcio, 15 g/L agar, modificado con 0.08. g/L de azul de 

bromotimol. Se inocularon 100 µl de cada una de las diluciones previamente preparadas, 

aquellas bacterias fijadoras de nitrógeno presentaron un halo transparente como indicador de 

fijación del nitrógeno y un cambio de color del medio de verde a amarillo o azul (Arsita et al., 

2020). Se eligieron aquellas bacterias potenciales y se las volvió a aislar hasta poseer una 

bacteria pura por cada placa (Arsita et al., 2020). 

2.3.2 Solubilizadoras de fósforo 

Para BSF, se utilizó medio NBRIP, dicho medio presenta la siguiente composición: en 

10 g/L de glucosa, 0.3 g/L de cloruro de potasio, 0.3 g/L de cloruro de sodio, 0.03 g/L de 

sulfato férrico, 0.03 g/L de sulfato de magnesio, 0.5 g/L de sulfato de amonio, 1 g/L de 

sulfato tricálcico, 15 g/L de agar, modificado con 0.08 g/L de azul de bromotimol y a un pH 

de 7. Se inocularon 100 µL de las diluciones realizadas y se identificó como bacterias 

solubilizadoras de fósforo si presenta un halo y cambio de coloración de verde a amarillo (Li 

et al., 2021). Se re-aisló utilizando el mismo procedimiento hasta obtener bacterias 

diferenciadas por cada placa (Li et al., 2021). 

2.3.3 Solubilizadoras de potasio 

El medio Aleksandrov se empleó para la determinación de bacterias solubilizadoras 

de potasio, modificado de la siguiente manera 5g/L de glucosa, 0.1 g/L de cloruro férrico, 2 

g/L de carbonato de calcio, 0.005 g/L de sulfato de magnesio heptahidratado, 2 g/L de fosfato 

de calcio, 2 g/L fosfato de potasio dibásico, 20 g/L de agar y 0.1 g/L de azul de bromotimol. 

Se inoculó con 100 µL de bacteria y se sembró, aquellas colonias identificadas como 



 
 

 
 

solubilizadoras de potasio presentaron un halo diferencial y un cambio de color de las 

colonias con respecto al medio, igualmente que con los otros ensayos se aisló las bacterias 

hasta tenerlas diferenciadas por placa (Karthika et al., 2020; Parmar & Sindhu, 2013; Raji & 

Thangavelu, 2021; Zhou et al., 2021).  

2.3.4 Conservación de cepas 

Las bacterias que presentaron actividad fijadora y solubilizadoras se las conservó en 

una solución esterilizada de TSB y glicerol al 25%. El proceso consistió en colocar 1 ml de la 

solución en tubos de conservación, rotularlos según la muestra donde finalmente se tomó una 

colonia de la muestra y se la colocó en la solución. Los tubos con microorganismos de interés 

fueron almacenados en un congelador a -80°C (López-De Ávila et al., 2019). 

2.4 Análisis Filogenético 

2.4.1 Extracción de ADN 

Las cepas de NPK aisladas, se identificaron mediante métodos moleculares para lo 

cual se realizó una extracción de ADN. A partir de una colonia de microorganismos de 

interés se colocó en una solución de NaOH (20mM) hasta su dilución total, posteriormente la 

solución se mezcla en vortex durante 5 segundos. Asimismo, se lo lleva a -80°C por 20 

minutos, finalmente la muestra se coloca en el termociclador a 98°C por 10 minutos, para 

romper de forma controlada las paredes celulares y obtener el ADN o ARN del interior del 

microorganismo (Pérez-Pérez et al., 2019). 

2.4.2 Amplificación por PCR del gen 16S rRNA y Secuenciación de los fragmentos 

amplificados 

Para obtener una identificación de las cepas NPK se realizó un mix de PCR de 15 µL, 

el cual contiene 7.5 µL de Go taq, 0.3 µL de Foward, 0.3 µL de Reverse, 5.9 µL de agua y 

finalmente 1 µL de muestra. Esto se realizó con el fin de amplificar una región del gen 16S 



 
 

 
 

rRNA con los cebadores universales 27F y 1492R. Una vez confirmado la integridad de las 

muestras de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa, se envió a secuenciar en 

Macrogen, Inc mediante el método de Sanger el cual utiliza terminadores de cadena 

dideoxinucleótidos y electroforesis capilar (Arsita et al., 2020).  

2.4.3 Análisis Bioinformático 

Una vez realizado obtenido secuencias correspondientes. Se realizó una limpieza 

utilizando el programa Finch Tv con el fin de obtener los mejores picos de cada una de las 

muestras, esto se realizó con ambas secuencias detallando que en el reverse es necesario 

invertir la secuencia para poseer las dos secuencias de una muestra en un solo sentido. Al 

efectuar este paso se utilizó Prabi una página web que es usada para proporcionar secuencias 

consenso. Estas se compararon mediante un análisis nBlast con secuencias tipo que se 

encuentran disponibles en la base de datos NCBI y finalmente se utilizó el programa 

MEGA11 para obtener un árbol filogenético con el método UPMA tree con el modelo 

Tamura 3-parameter. 

2.5 Cuantificación colorimétrica del Ácido Indol Acético (AIA) 

Las cepas se sometieron a la identificación de la producción de AIA mediante el 

método de Salkowski. Este método consistió en sembrar en medio LB las bacterias 

seleccionadas durante 3 día a 30°C, posteriormente se tomó 1 ml de este cultivo bacteriano y 

se le agregó a una solución de LB + 0.1% de triptófano, el nuevo cultivo se lo incubó durante 

7 días a 30°C en completa oscuridad. Pasado el tiempo se centrifugó el medio a 15 000 RPM 

durante 10 minutos y se extrajo 1 ml de sobrenadante y se lo colocó en un tubo con 2 ml de 

reactivo de Salkowski (Glickmann & Dessaux, 1995; Gordon & Weber, 1951; Sarwar et al., 

1992; Pattnaik et al., 2020). Para su posterior incubación a temperatura ambiente por durante 

45 minutos en completa oscuridad y se medición en un espectrofotómetro UV-vis a 600 nm 



 
 

 
 

de absorbancia, la concentración se calculó a partir de un gráfico estándar de AIA marca 

Sigma-Aldrich que osciló entre 0.01 y 0.4 μg ml-1 (Deepa et al., 2010; Pattnaik et al., 2020).  

2.6 Producción de sideróforos  

Este ensayo se realizó cualitativamente aplicando el método CAS (Chrome Azurol S) 

agar el cual se basa en la competencia por el hierro enfrentado a un complejo férrico de 

cromo azurol S (Ramírez-Cariño et al., 2023). Las bacterias se inocularon en el medio 

mencionado y se incubaron a 28°C durante 2 semanas en la oscuridad. Aquellas colonias que 

produjeron zonas anaranjadas se consideraron cepas positivas a producción de sideróforos 

(Ramírez-Cariño et al., 2023; Rashid et al., 2012; Santos et al., 2023). 

2.7 Diseño experimental 

Se usó un diseño completamente al azar (DCA), en donde evaluó el crecimiento de la 

planta en base a la inoculación de NPK y fertilización inorgánica. Se estableció dos 

tratamientos con cuatro niveles del factor P y cuatro niveles del factor K con cinco réplicas en 

cada nivel evaluando las variables de respuestas: altura, número de hojas, longitud radicular y 

clorofila durante cuatro semanas para cada experimento. Paralelamente se realizó un DCA de 

un factor con dos tratamientos para el factor N con cinco réplicas evaluando las variables de 

respuesta antes mencionadas.   

2.7.1 Condiciones del sistema  

La eficacia de las cepas en conjunto a la utilización de fertilizante inorgánico fue 

evaluada bajo condiciones controladas, utilizando como referencia el cultivo de maíz. Se 

estableció tres ensayos independientes para N, P, y K, en donde el sustrato base fue 

compuesto por turba; tamo de arroz y arena en proporción de 7:2:1; se empleó dos fuentes 

inorgánicas de P y K (P: roca fosfórica, K: muriato de potasio) con cuatro niveles de 

dosificación (0, 104, 208, 417 kg/ha P y 0, 65, 130, 260 kg/ha K) y 3 bacterias catalogadas 



 
 

 
 

in_vitro como solubilizadoras de P o K como se muestra en las tablas 1 y 2. Por otro lado, se 

evaluó tres cepas fijadoras de nitrógeno con inóculo y sin inóculo para determinar la fijación 

del nitrógeno gaseoso obtenido del aire de la atmósfera del suelo (tabla 3). El número de 

réplicas y sustrato fue el mismo que se utilizó en el ensayo de PK (Rady et al., 2022; Schwarz 

et al., 2018). Los parámetros evaluados fueron la altura de la planta, concentración de 

clorofila y longitud radicular. 

Tabla 1.  

Diseño experimental realizado para bacterias solubilizadoras de fósforo con dos 

tratamientos (cepa y concentración) de cuatro niveles y con cinco replicas para cada uno. 

Concentración Bacterias  
Roca fosfórica 

(Kg/ha)  

P1 P2 P3 SP 

0 C0 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

104 C1 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

208 C2 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

417 C3 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

Nota: C0, C1, C2, C3: concentración de roca fosfórica al 0%, 50%, 100% y 200% 

respectivamente; P: bacteria potencialmente solubilizadoras de fósforo; numeración 1, 2, 3: 

cantidad de especies a evaluar; SP: Sin inoculo o sin cepa P.   

Tabla 2.  

Diseño experimental realizado para bacterias solubilizadoras de potasio con dos 

tratamientos (cepa y concentración) de cuatro niveles y con cinco replicas para cada uno. 

Concentración Bacterias  
Muriato de potasio 

(Kg/ha)  

K1 K2 K3 SP 

0 C0 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

65 C1 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

130 C2 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

260 C3 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

Nota: C0, C1, C2, C3: concentración de muriato de potasio al 0%, 50%, 100% y 200% 

respectivamente; K: bacteria potencialmente solubilizadoras de potasio; numeración 1, 2, 3: 

cantidad de especies a evaluar; SK: Sin inoculo o sin cepa K. 



 
 

 
 

Tabla 3. 

Diseño experimental realizado para bacterias fijadoras de nitrógeno con un tratamiento 

(cepa) de cuatro niveles y con cinco replicas para cada uno. 

 Bacterias  
 N1 N2 N3 SN 

C0 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 5 réplicas 

Nota: C0: Sin concentración de ningún tipo, especialmente los fertilizantes nitrogenados; N: 

bacterias potencialmente fijadoras de nitrógeno; numeración 1, 2, 3: cantidad de especies a 

evaluar; SN: Sin inoculo o sin cepa N. 

  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

 

  



 
 

 
 

3.1 Resultados y análisis 

3.2 Aislamiento de bacterias solubilizadoras de PK y fijadoras de N 

Se obtuvieron 34 aislamientos a partir de muestras de banano, cacao y maíz, 

utilizando distintos medios selectivos. Las muestras con mayor diversidad microbiana fueron 

de la zona de Ramilla de cacao y Vinces Ríos maíz, con 7 aislamientos cada una, seguidas del 

grupo "Pull" con 10 aislamientos. El uso de códigos por muestra y por medio selectivo 

permitió identificar aislamientos específicos según el sustrato y el método de cultivo aplicado 

(Tabla 4). Estos resultados reflejan una variabilidad microbiana influenciada por el origen de 

la muestra y las condiciones de aislamiento, destacando una mayor diversidad en cacao y 

maíz en comparación con el banano.  

Tabla 4.  

Identificación principal de bacterias obtenidas por muestra. 

Muestra Código por 

Muestra 

Código por Medio 

Selectivo 

Número de 

Aislamientos 

Matanegro Banano MB1.1, MB2.2, 

MB2.1,  

K1, K2, K3 3 

Ramilla Cacao RC5.2, RC5.11, 

RC5.12, RC3.1, 

RC9, RC8.1 RC8.2  

K4, K5, K11, K12, 

N5, N6, N12 

7 

Solanda Banano  SB5 K6 1 

Caicedo Banano CB9 K8 1 

Colon Banano  CoB8.1, CoB8.2 K9, K10 2 

Calichama Cacao CC15, CC2.1 

CC2.2 

N1, N2.1, N2.2 3 

Vinces Ríos Maíz RM1, RM2.2, 

RM5.1, RM5.2, 

RM 3.1, RM3.2, 

RM4.3 

N3, N4, N7, N8, 

N9, N10, N11 

7 

Pull CB, CC, SC, 

SB, CoC 

2p, 5p, 1p, 13p, 

12p, 4p, 10p, 3p, 

15p, 8p 

P1, P2, P3, P4, P5, 

P6, P7, P8, P9, P10 

10  

TOTAL   34 

 



 
 

 
 

3.3 Evaluación y caracterización cualitativa de BSP, BSK y BFN 

Como recordatorio los 3 medios (Jensen, Aleksandrov y NBRIP) fueron modificados 

con azul de bromotimol, un colorante susceptible al cambio del pH, como punto inicial todos 

los medios son verdes debido a su pH de 7, si acidifica el medio se torna amarillo y si 

alcaliniza se torna azul. Inicialmente las BFN mostraron el siguiente comportamiento como 

se aprecia en la ilustración 1, placas con tonalidades amarillas y azules que indican 

reacciones metabólicas de las bacterias con el medio. Posteriormente como se muestra en la 

ilustración 2 las BSK presentaron cambio de color de verde a amarillo con diferenciación en 

sus tonalidades suaves además de nuevas características ejemplificadas en colonias crecientes 

por debajo del medio de cultivo, esto se aprecia debido a que el medio cambia de color de 

verde a amarillo, pero no se aprecian bacterias en la superficie. Las BSP sólo mostraron la 



 
 

 
 

típica coloración amarilla tanto para la colonia como para el medio (Ilustración 3) (Arsita et 

al., 2020). 

 

Nota: A: Medio de cultivo sin inocular coloración verde. B: Medio inoculado presenta 

coloración azul C: Medio inoculado muestra coloración amarilla. D: Halo en medio Jensen sin 

teñir. 

 

 

Nota: A: Medio de cultivo sin inocular presenta coloración verde B: Medio inoculado con 

bacterias solubilizadoras de potasio se muestra el cambio del medio de verde a amarillo. C: 

Medio inoculado con una baja presencia de colonias, pero con un cambio visible de color en el 

medio. 

 

Ilustración 2.  

Medio de cultivo Aleksandrov inoculado con bacterias mostrando solubilización de potasio 

Ilustración 1.  

Medios de cultivos Jensen inoculados con bacterias potenciales fijadoras de nitrógeno 



 
 

 
 

 

 

La ilustración 1 presenta dos reacciones en relación con el color, amarillo y azul, las 

BFN realizan reacciones metabólicas que favorecen el cambio de tonalidad debido a los 

productos excretados al medio, estas bacterias durante la fijación de nitrógeno efectúan una 

reacción mediante la utilización de la enzima nitrogenasa la cual se encarga de convertir el 

nitrógeno atmosférico (N2) más ATP en amonio (HN3) e hidrógeno gaseoso (H2); productos 

finales que toman las plantas para adquirir el nitrógeno, pero el mismo al ser una base débil 

sube el pH del medio tornándolo azul y considerándose positivo para aquellas bacterias 

fijadora de nitrógeno (Hoffman et al., 2014; Restrepo-Correa et al., 2017). Por otra parte, 

lograr determinar el color amarillo del medio es desafiante debido a que no se ha registrado el 

porqué del mismo por lo que se infiere que la bacteria este secretando ácidos orgánicos, por 

respiración metabólica o simplemente ejerciendo una reacción nitrificante dando como 

productos nitritos, nitratos y protones (H+) lo que provoca la acidificación del medio (Shaikh 

& Jagtap, 2023). Por lo tanto, en la mayoría de literatura revisada sugiere que se considere 

positivo a la coloración azul del medio sin embargo seria de utilidad estudiar a profundidad 

aquellas bacterias que proporcionen el medio amarillo y determinar si efectivamente son 

fijadoras de nitrógeno con otras cualidades o no.  

Ilustración 3.  

Medio de cultivo NBRIP inoculado con bacterias solubilizadoras de 

fósforo. 



 
 

 
 

Asimismo, se establece el cuadro de acción de las solubilizadoras tanto de potasio 

como de fósforo en términos generales ambas producen ácidos orgánicos lo que provoca la 

acidez del medio y por lo tanto el cambio de tonalidad de verde a amarillo (Karthika et al., 

2020; Raji & Thangavelu, 2021; Zhou et al., 2021). En el caso de las BSK, el mecanismo de 

acción radica en la acidificación de la rizosfera, reduciendo el pH de la zona mediante la 

excreción de diferentes ácidos orgánicos como acido succínico, oxálico, glucónico, cítrico, 

entre otros; lo que promueve la liberación de protones de potasio atrapados en minerales 

circundantes (Olaniyan et al., 2022). En base a esto la ilustración 2 no muestra un cambio 

drástico de color como se debería denotar, por lo que podría deberse a diferentes razones 

como la modificación del medio Aleksandrov, no solo por el colorante agregado sino por el 

cambio de uno de los principales componentes que es la MICA con fosfato dipotásico como 

fuente de potasio, además considerar que el medio modificado prolongaría el tiempo de 

incubación de las bacterias.  

Caso contrario, las BSP presentas dos mecanismos de solubilización; primeramente, 

se encuentra la acidificación ejemplificada en el párrafo anterior ambas solubilizadoras 

excretan los mismos ácidos, pero en donde el ácido 2-cetoglutanato y acido glucónico se 

encuentra en mayoría en esta clasificación además de verse involucrados en la solubilización 

del fósforo inorgánico mineral (Rawat et al., 2020). Posteriormente y la diferenciación entre 

BSP Y BSK es la presencia de enzimas como la fosfatasa, fitasa y fosfonatasas, encargadas 

de la solubilización del fósforo orgánico permitiendo la reducción de macromoléculas a 

monómeros o iones pequeños, moléculas mucho más asimilables para la planta (Rawat et al., 

2020; Restrepo-Correa et al., 2017).  

3.4 Identificación de BPCV 

Se identificaron 13 cepas bacterianas a partir del análisis filogenético en MEGA11, en 

donde se obtuvo los géneros como Enterobacter, Klebsiella, Bacillus, Acinetobacter, 



 
 

 
 

Leclercia Priestia, Pseudomona y Bordetella. Se destaca, que gran parte de las bacterias 

identificadas son Gran-negativas además de ser catalogadas como patógenos humanos pero 

que promueven el crecimiento vegetal (Flores Clavo et al., 2023; Pattnaik et al., 2020; Rios-

Galicia et al., 2021; Singh et al., 2022). 



 
 

 
 

 

Ilustración 4. Identificación de las bacterias promotoras mediante 

el árbol filogenético con modelo UPMA. 



 
 

 
 

En la siguiente tabla se especifica las características que presenta cada una de las 

cepas encontradas en la bibliografía. 

Tabla 5. 

 Características principales de mecanismos de acción de las especies de cepas identificadas. 

Especie Mecanismo de acción Referencia 

 BFN BSP  BSK 

Enterobacter 

cloacae 

+ + + (Pattnaik et al., 2020; 

Singh et al., 2022) 

Bacillus cereus + + + (Karthika et al., 2020; 

Raji & Thangavelu, 

2021; Zhou et al., 2021) 

Klebsiella 

variicola 

+ + + (Rios-Galicia et al., 

2021; Wang et al., 2020) 

Acinetobacter 

pittii 

+ + + (He & Wan, 2021; 

Yaghoubi Khanghahi et 

al., 2021) 

Leclercia 

adecarboxylata 

+ + + (Chen et al., 2024; Pang 

et al., 2022) 

Pseudomonas sp. + + + (Hernández et al., 2023; 

Yaghoubi Khanghahi et 

al., 2021) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

+ + + (Kumawat et al., 2019; 

Yaghoubi Khanghahi et 

al., 2021) 

Bordetella 

muralis 

n/e + n/e (Flores Clavo et al., 

2023) 

Priestia sp.1 + + - (Ramírez-Cariño et al., 

2023; Santos et al., 2023) 

Klebsiella sp.1 + + + (Gohil et al., 2023; Kour 

et al., 2020; Liu et al., 

2016) 

Bacillus 

licheniformis 

+ + + (Abadi et al., 2021; Kour 

et al., 2020; Medison et 

al., 2023) 

Nota: n/e = no encontrado. El cuadro presenta 11 especies de 13 debido a que existen sp 1 y sp 

2 del mismo género sin embargo para evitar repeticiones se decidió solo tomar una.   

La tabla 5 presenta registros de la especie en cuestión relacionada con su capacidad de 

fijar nitrógeno, solubilizar fósforo o potasio dentro de la literatura, si bien existen especies 

que se presentan positivas a los 3 mecanismos es de destacar que los artículos de donde se 

obtuvo la información no evaluaron en conjunto sus capacidades para NPK. Además, que las 



 
 

 
 

capacidades de las especies evaluadas dependían de la cepa aislada. Por ejemplo, Pang et al, 

2022 quien estudió a Leclercia presentó resultados negativos como solubilizadoras de 

potasio; caso contrario de Chen et al, 2024 que mostró resultados positivos, además de que 

realizó estudios genéticos para demostrar que dicha bacteria posee genes involucrados en la 

fijación nitrógeno, solubilización de potasio y fósforo y producción de diferentes 

fitohormonas y sideróforos. Por otra parte, Hernández et al, 2023 menciona que varias 

especies del género Pseudomonas poseen diferentes mecanismos NPK, pero que otras no 

mostraban los mismos efectos.  

Un caso destacable en la bibliografía es la escasa información disponible sobre 

Bordetella muralis. Sin embargo, se encontró un artículo que la menciona como un posible 

promotor de crecimiento vegetal, aunque sin proporcionar detalles al respecto (Sukweenadhi 

et al., 2022). Por otro lado, otras especies de género Bordetella si presentan características 

promotoras como solubilizadoras de potasio (Verma et al., 2015). Además, Flores Clavo et al, 

2023 aislaron una cepa B, muralis, con capacidad de solubilizar fósforo.  

3.5 Producción de IAA y de sideróforos  

Las bacterias identificadas también se sometieron a la detección de sideróforos 

mediante el uso del medio agar CAS en donde se consideraba positivos aquellos que 

formaban un halo de color anaranjado. Por lo tanto, se confirmaron nueve bacterias como 

positivas en producción de sideróforos; identificadas son: Enterobacter cloacae, Klebsiella 

variicola, Acinetobacter pittii, Leclercia adecarboxylata, Pseudomonas sp., Pseudomonas 

aeruginosa, Priestia sp.1, Klebsiella sp.1 y Klebsiella sp.2.  

Por otra parte, la producción de AIA por cepa se reveló positiva utilizando reactivo de 

Salkowski por cambio de color del medio de marrón a rosado, cabe destacar que los tonos se 

encontraban de forma muy tenue (Ilustración 6), pero se confirmó con una cuantificación 

mediante el uso de un estándar de AIA y se obtuvo una curva de calibración como se muestra 



 
 

 
 

en la ilustración 9 en apéndices. Por otra parte, se muestra en la tabla 6 los datos cuantitativos 

y cualitativos de este proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Nota: A: Enterobacter cloacae; B: Klebsiella variicola; C: Bacillus cereus; D: Leclercia 

adecarboxylata; E: Acinetobacter pittii; F: Bordetella muralis; G: Pseudomonas sp.; H: 

Pseudomonas aeruginosa; I: Priestia sp.1; J: Klebsiella sp.1; K: Klebsiella sp.2; L: Priestia 

sp.; M: Bacillus licheniformis. 
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Ilustración 5.  

Medio agar CAS inoculado con BPCV presenta halo característica diferencial para bacterias 

productoras de sideróforos. 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Reacción por triplicado entre sobrenadante de medio de cultivo inoculado con las 

bacterias respectivas más reactivo Salkowski en microplaca de lectura de absorbancia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 6. 

Microplaca lectura colorimétrica de AIA de BPCV 

Enterobacter cloacae 

Bacillus cereus 

Klebsiella variicola 

Leclercia adecarboxylata 

Acinetobacter pittii 

Pseudomonas sp. 

Pseudomonas aeruginosa 

Bordetella muralis 

Priestia sp.1 

Klebsiella sp.1 

Klebsiella sp.2 

Priestia sp.2 

Neg 

Bacillus 

licheniformis 

Curva de 

calibración 

Reacción por 

triplicado 



 
 

 
 

Tabla 6. 

 Evaluación cualitativa y cuantitativa de bacterias promotoras de crecimiento vegetal más referencias bibliográficas. 

Cepa En la Investigación Literatura  

Colorimétrico Concentración 

μg ml-1 

SDP AIA μg ml-1 SDP REFERENCIA 

Enterobacter cloacae + 21,42 + • 114  

• 0.364  

• n/e 

• - 

• (Pattnaik et al., 2020) 

• (Singh et al., 2022) 

Bacillus cereus - 7,83 - • 22.54  

• 45.87 

• + • (Zhou et al., 2021) 

• (Tripathi et al., 2022) 

Klebsiella variicola + 12,59 + • 9.03 + (Rios-Galicia et al., 2021) 

Acinetobacter pittii + 9,68 + + (n/v) n/e (He & Wan, 2021) 

Leclercia 

adecarboxylata 

+ 16,41 + 2.6 + (Snak et al., 2021) 

Pseudomonas sp. + 11,23 + + + (Kumawat et al., 2019) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

- 8,18 + 43.6 + (Kumawat et al., 2019) 

Bordetella muralis - 5,20 - 68.91 n/e (Flores Clavo et al., 2023) 

Priestia sp.1 - 3,76 + 3.1 +  (Ramírez-Cariño et al., 2023; Santos et al., 

2023) 

Klebsiella sp.1 + 19,26 + 106.0 + (Gohil et al., 2023; Liu et al., 2016) 

Klebsiella sp.2 + 23,85 + 106.0 + (Gohil et al., 2023; Liu et al., 2016) 

Priestia sp.2 - 3,56 - 3.1 +  (Ramírez-Cariño et al., 2023; Santos et al., 

2023) 

Bacillus licheniformis - 0,92 - 450 mg/l 

 

+ (Medison et al., 2023) 

Nota:  n/v= no registra valor; n/e= no estudiado 



 
 

 
 

Tomando en cuenta los datos de la anterior tabla, se mantiene lo antes mencionado, 

las cepas identificadas en el trabajo investigativo a pesar de ser de la misma especie 

identificada en bibliografía no presentan en su totalidad las mismas características de las 

referencias (Kumawat et al., 2019, Ramírez-Cariño et al., 2023; Santos et al., 2023; Zhou et 

al., 2021). Sin embargo, con los estudios previos se logra establecer un precedente general 

sobre la capacidad que posee estas cepas sobre la producción de AIA y de Sideróforos. Por 

ejemplo, en el trabajo de investigación se obtuvo resultados negativos o con baja producción 

de AIA, no obstante, en la bibliografía al menos una cepa de la especie correspondiente 

estudiada mostraba presencia, por lo tanto, potenciaría más estudios referentes a la bacteria 

cuyo resultado sea negativo (Kumawat et al., 2019, Ramírez-Cariño et al., 2023; Santos et al., 

2023).  

3.6 Resultado del ensayo 

Para determinar las nueve bacterias utilizadas en los diseños experimentales se realizó 

una tabla con todos los datos obtenidos y con la mayor cantidad de resultados positivos en los 

procesos se procedió a tomar dicha bacteria como fijadora o solubilizadoras. Así como se 

muestra en la tabla 6 se destaca la evaluación de los microorganimos en los tres medios NPK 

para determinar si cambió su metabolismo debido a la variabilidad de cepas entre 

generaciones o establecer su capacidad de poseer otros mecanismos. 

 

 



 
 

 
 

Tabla 7.  

Síntesis de las caracterizaciones de la BPCV identificadas. Se suman los resultados positivos y se toma dicha cepa para experimentación. 

Cepa 

Método cualitativo por color medio con azul de 

bromotimol 

Método cualitativo 

sideróforos. Agar 

CAS 

Fitohormona IAA 

Medio Jensen 

(N) 

Medio NBRIP 

(P) 
Medio Aleksandrov (K) 

Cualitativo 

color. 

Reactivo 

Salkowski 

Cuantitativo 

espectrofotóme

tro UV-vis 

(concentración 

µg/mL) 

Enterobacter cloacae ✓ x ✓ ✓ ✓ 21,42 

Bacillus cereus ✓ ✓ x x x 7,83 

Klebsiella variicola ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 12,59 

Acinetobacter pittii ✓ ✓ x ✓ ✓ 9,68 

Leclercia adecarboxylata ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 16,41 

Pseudomonas sp. ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 11,23 

Pseudomonas aeruginosa ✓ ✓ x ✓ x 8,18 

Bordetella muralis ✓ ✓ ✓ x x 5,20 

Priestia sp.1 ✓ ✓ ✓ ✓ x 3,76 

Klebsiella sp.1 x ✓ ✓ ✓ ✓ 19,26 

Klebsiella sp.2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 23,85 

Priestia sp.2 ✓ x ✓ x x 3,56 

Bacillus licheniformis ✓ x ✓ x x 0,92 

 

 



 
 

 
 

3.7 Análisis de Gráficos Descriptivos 

Una vez recolectado los datos experimentales se realizó los análisis estadísticos 

respectivos, desde gráficos descriptivos hasta análisis de varianza. Para cada interpretación de 

los gráficos se debe destacar que las BFN no presentaron el mismo diseño experimental que 

BSP y BSK, sin embargo, se evaluó las mismas variables de respuesta de crecimiento por lo 

tanto se comparó con el resto de los diseños de BSP y BSK.  

El análisis de los diagramas de cajas (Ilustración 7) para cada diseño NPK revela una 

mayor variabilidad en los niveles de clorofila de las plantas inoculadas con BFN. A 

diferencia de BSP y BSK, que muestran una distribución de sus cajas más homogéneas. 

Teóricamente, las bacterias fijadoras de nitrógeno deberían incrementar la proporción de 

clorofila debido a la relación directa entre el nitrógeno y este pigmento, lo que explicaría la 

diferencia de medias en las cajas de BFN (Singh et al., 2021). Sin embargo, existen otros 

factores que podrían explicar dicha diferencia, debido a que las mediciones son influenciadas 

por la edad y posición de la hoja en la planta, lo que introduce una fuente natural de variación 

de datos, por otra parte, se considera el número menor de unidades experimentales en el 

diseño BFN (de Souza et al., 2020).  

Asimismo, se menciona que los niveles de longitud radicular y peso húmedo en 

plantas, presenta las mismas características, homogeneidad entre las cajas de BSP y BSK y 

diferenciación entre BFN (Anexo: Ilustración 13). Se podría explicar con los siguientes 

puntos; el diseño experimental de BFN no es igual, dado que esta no presenta la variable de 

concentración de solutos; segundo, los diseños BPK se realizaron al mismo tiempo; tercero el 

aumento de unidades experimentales. Se procede a mencionar que tanto la mediana de los 

niveles de longitud radicular como de los niveles de peso húmedo de las plantas sin inocular e 

inoculados presentan el mismo comportamiento con ligeros descensos en ciertas cepas, por lo 

que gráficamente no mostrarían factor promotor de las cepas. A su vez se debe tener en 



 
 

 
 

cuenta que estos diseños también fueron influenciados por una diferencia de concentración de 

soluto (BSP = roca fosfórica; BSK = muriato de potasio) y no únicamente por la cepa 

inoculada. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Niveles de Clorofila en Bacterias NPK 

Ilustración 7.  

Diagramas de cajas sobre los niveles de clorofila en bacterias NP 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

Ilustración 8.  

Evolución de la altura de la planta versus el tiempo en días de las 

bacterias NPK 



 
 

 
 

Adicionalmente se presenta la ilustración 8 que enseñan la evolución de la altura media de la 

planta durante un periodo de tiempo establecido. BFN evidencia un crecimiento homogéneo 

al inicio del experimento (0 cm de altura), pero al final las plantas que fueron inoculadas 

sobrepasaron los 60 cm a comparación del grupo control. Por otra parte, BSP posee un 

crecimiento diferencial desde el inicio del experimento (10 cm de altura) sin embargo el 

grupo control y la cepa Acinetobacter pitti poseen el mismo patrón a diferencia de las otras 

cepas y ambas superaron los 60 cm de crecimiento, caso contrario de Klebsiella y 

Pseudomona que tuvieron 55 cm de crecimiento en el día 25. Se podría explicar al factor 

concentraciones existente dentro del experimento o bien debido a la rapidez en el desarrollo 

de los brotes, justo antes de comenzar la medición, lo que a lo largo haya provocado una 

variabilidad en los datos. Contrariamente BSK gráficamente presenta factor de promoción, 

dado que el grupo control presentó un menor crecimiento en altura de al menos 5 cm en 

comparación a los otros grupos. En conclusión, según las gráficas las cepas Leclercia 

adecarboxylata, Acinetobacter pittii y Enterobacter cloacae podrían mostrar efecto promotor 

a nivel de invernadero, pero no existen los suficientes datos estadísticos para ser concluyente. 

3.8 ANOVAS 

Con el fin de determinar influencia de los dos factores (concentración de soluto y 

cepa) se realizó un ANOVA Clásico y una prueba de Tukey para señalar si existen o no 

diferencias significativas entre las variables de respuesta y el factor estudiado. 

3.9 ANOVA BFN 

La siguiente tabla 8 presenta dos ANOVAS perteneciente a las variables de longitud 

radicular y clorofila, en ambos casos se observa que el p-value se encuentra por encima de 

0.05 por lo que se concluye que no existe diferencias significativas. Es decir, las cepas no 

proporcionan una influencia considerable en el crecimiento de las raíces o en la cantidad de 

clorofila producida por las hojas. Probablemente esto se podría deber al diseño experimental 



 
 

 
 

de BN, dado que es un diseño de un solo factor con 4 niveles, lo que a su vez conllevaría a un 

bajo número de replicas por unidad ocasionando que no existan datos suficientes para 

establecer significancia. 

 

 

 

3.10 ANOVA BSP 

Mediante un ANOVA clásico se determinó que las cepas BSP son significativas en cuatro 

variables de respuesta con valores de 0.00137; 7e-06; 5.79e-08; 0.000182 por debajo del p-

value 0.05 correspondientes a número de hojas, longitud radicular, clorofila y altura de la 

planta respectivamente. Es decir que influye durante el desarrollo de la planta indicando un 

factor promotor, mientras que la concentración solo mostró significancia en variables como la 

longitud radicular y la clorofila. Se infiere que el fertilizante inorgánico utilizado en base a 

fósforo participa en el desarrollo radicular y floración, lo que explicaría su relevancia en estas 

variables (Abdelaal et al., 2021; Li et al., 2021). Sin embargo, para llegar a dicha conclusión 

es necesario poseer más datos estadísticos por lo tanto se realizó un análisis Tukey a partir de 

la variable que poseía mejor p-value para cada factor para determinar qué nivel fue relevante 

durante el estudio. 

 

 

Variable: Longitud radicular 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 518 172.8 1.217 0.309 

Residuals 76 10794 142.0   

Variable: Clorofila 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 4.1 1.379 0.163 0.921 

Residuals 76 642.2 8.451   

Tabla 8.  

ANOVA de las variables longitud radicular y clorofila realizados en cepas 

potenciales fijadoras de nitrógeno. 

 

Tabla 9.  

Tablas de ANOVAS de cuatro variables de respuesta para el diseño de 

BSP.Tabla 10.  

ANOVA de las variables longitud radicular y clorofila realizados en cepas 

potenciales fijadoras de nitrógeno. 



 
 

 
 

Tabla 9.  

ANOVAS de cuatro variables de respuesta para el diseño de BSP 

Nota: Significado de los codes: 0 “***” 0.001 “**” 0.01 “*”  0.05 “.” 

Tomando como referencia la variable longitud radicular con el p-value de 7e-06, se 

realizó un análisis de Tukey para el factor cepas (Apéndices: Tabla 11). Existió diferencias 

significativas de medias entre el grupo control (sin cepa) y las plantas inoculadas con 

Klebsiella y Pseudomonas. Siendo el control poseedor de mayor media, lo que conlleva que 

las cepas de bacterias si influyeron en el desarrollo, pero de forma negativa. Se atribuye a la 

concentración de bacterias utilizadas, si bien se quería probar un efecto promotor 

probablemente la concentración utilizada de cepas hayan provocado el efecto contrario y en 

conjunto al clima cálido en el cual se encontraban las plantas, hayan promovido el 

crecimiento de estas cepas y logrado una competencia de nutrientes entre la cepa y la planta, 

sin embargo, son especulaciones del investigador. 

 

Variable: Número de Hojas 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 40.9 13.638 5.267 0.00137** 

Concentración 3 4.8 1.613 0.623 0.60045 

Residuals 553 1431 2.589   

Variable: Longitud radicular 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 3630 1209.8 9.089 7e-06*** 

Concentración 3 1952 650.7 4.888 0.00231** 

Residuals 553 73608 133.1   

Variable: Clorofila 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 302 100.83 12.575 5.79e-08*** 

Concentración 3 71 23.52 2.934 0.033* 

Residuals 553 4434 8.02   

Variable: Altura 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 7885 2628.3 6.731 0.000182*** 

Concentración 3 1699 566.3 1.450 0.2277230 

Residuals 553 215923 390.5   



 
 

 
 

Por otra parte, los resultados de las comparaciones múltiples, realizadas utilizando el 

análisis de Tukey para el factor concentración (Apéndices: Tabla 12), indican que la 

concentración de fertilizante C2 y C3 (100% y 200% de la dosis estándar respectivamente) 

promovió un crecimiento radicular significativamente mayor en comparación con el grupo 

C1. El grupo C1 a pesar de mostrar un incremento respecto al grupo control, no es 

estadísticamente significativa. Por otra parte, el grupo control no se mostró en diferencias 

significativas con ningún grupo anterior, por lo tanto en base a este análisis no se puede 

concluir que las concentraciones de roca fosfórica influyen significativamente en el 

crecimiento de las plantas, debido a que no se estableció dicho parámetro con el grupo 

control, a pesar de que si haya diferencias entre ellas.  

3.11 ANOVA BSK 

Para el caso del diseño experimental BSK, el análisis ANOVA arrojó que la cepa tuvo 

diferencias significativas en una de las variables de respuesta (longitud radicular) con p-value 

5.64e-06, caso contrario, el factor de concentración presentó valores significativos en tres de 

las cuatro variables. Sin la necesidad de mencionar el análisis Tukey para determinar la cepa 

relevante o la concentración se puede suponer que este tipo de análisis se vio afectado por la 

biodisponibilidad del nutriente. Es decir, el muriato de potasio utilizado para la evaluación de 

diferencias de concentración, a lo largo de su estancia en el suelo se logra disolver en este y 

provocar un aumento en las características de la planta (Ginting et al., 2024). Sin embargo, 

esta solo es una suposición basada en el comportamiento de este fertilizante (Ginting et al., 

2024). 

 

 

 



 
 

 
 

Tabla 110.  

Tablas de ANOVAS de cuatro variables de respuesta para el diseño de BSK 

Nota: Significado de los codes: 0 “***” 0.001 “**” 0.01 “*” 0.05 “.” 

Siguiendo la línea de texto anterior, y evaluando a más profundidad el impacto de las 

cepas en el crecimiento radicular Tukey (Apéndices: Tabla 13) mostró que existe diferencias 

significativas con el grupo control debido a la mayor longitud radicular de este, seguida de 

Klebsiella variicola y Enterobacter cloacae. En conclusión, las cepas inoculadas presentaron 

una influencia negativa en el desarrollo de la raíz, lo cual explicaría por qué no fue 

significativamente en las demás variables de respuesta. 

Caso contrario en los resultados del análisis de Tukey de la concentración con la 

variable longitud radicular (Apéndices: Tabla 14) presenta en términos generales que la 

concentración de C2 mostró una promoción mayor de crecimiento radicular, seguido de C3, 

C0 y C1. Se establece que C2 representa el 100% de la dosis de muriato de potasio que se 

agrega normalmente en plantaciones por lo que es entendible que el rendimiento de la raíz 

Variable: Número de Hojas 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 7.7 2.572 0.921 0.4305 

Concentración 3 28.5 9.506 3.403 0.0175* 

Residuals 550 1536.3 2.793   

Variable: Longitud radicular 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 3630 1209.8 9.247 5.64e-06*** 

Concentración 3 3205 1068.2 8.164 2.51e-05*** 

Residuals 553 723656 130.8   

Variable: Clorofila 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 29 9.656 1.208 0.3061 

Concentración 3 75 24.987 3.126 0.0255* 

Residuals 553 4421 7.994   

Variable: Altura 

 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

Cepa 3 795 264.8 0.615 0.605 

Concentración 3 2576 858.8 1.995 0.114 

Residuals 553 238094 430.5   



 
 

 
 

sea mayor en este caso y parcialmente entendible por qué C3 sea el segundo mejor. Sin 

embargo, la relevancia de que el control tuviera mayor desarrollo que C1 indicaría que o bien 

existe algún error ambiental o biológico o que la baja dosis del fertilizante provoque de 

alguna manera la inhibición del crecimiento, pero para corroborar es necesario más ensayos 

al respecto (Zamudio-González et al., 2018). 

En conclusiones, durante ensayo de BFN, las cepas no mostraron influencia en el 

desarrollo de las plantas; por otra parte, las cepas de BSP y BSK presentaron influencia 

negativa en el crecimiento radicular. Además de que las diversas concentraciones de roca 

fosfórica de BSP no proporcionaron atribución a diferencia de C2 que es la dosis estándar de 

nutriente y que las concentraciones de muriato de potasio en BSK exhibieron diferencias 

significativas en el desarrollo radicular, pero es necesario de más estudios al respecto. Se 

destaca, la variable longitud radicular como la más influenciada, se infiere que esto sucede 

por ser uno de los principales componentes de la planta en desarrollarse y a la cual se redirige 

todo el proceso de crecimiento en caso de estrés ambiental (Agarwal et al., 2024).  

  



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 4 

  



 
 

 
 

3.12 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

3.13 Conclusiones 

Se aisló 34 cepas pertenecientes a las BPCV de cultivos de suelos agrícolas 

comerciales de maíz, cacao y banano, de las cuales se identificaron 13 cepas que pertenecen a 

los géneros Enterobacter, Klebsiella, Leclercia, Bacillus, Acinetobacter y Pseudomonas. 

Las 13 cepas identificadas poseen capacidad in_vitro de fijar nitrógeno, solubilizar 

fósforo y solubilizar potasio. Además de que son capaces de producir fitohormonas como 

AIA y Sideróforos.   

Las tres cepas evaluadas para Nitrógeno Klebsiella sp 2, Leclercia adecarboxylata y 

Priestia sp. no poseen capacidad para promover el desarrollo de la unidad experimental, que 

las tres cepas evaluadas para fósforo (Acinetobacter pittii, Klebsiella sp1., Pseudomona 

aeruginosa) y potasio (Enterobacter cloacae, Klebsiella variicola, Pseudomona sp.) no 

fueron lo suficientemente concluyentes para establecer un factor de promoción entre ellas; 

además de que la concentración del fertilizante utilizado en el diseño BSK posiblemente pudo 

influir en el crecimiento radicular de la planta. 

 

3.14 Recomendaciones 

• Se recomienda la utilización de placas Petri de vidrio para la 

visualización de los mecanismos de acción NPK, además de utilizar y ajustar el 

colorante azul de bromotimol.  

 

• Se recomienda realizar pequeños ensayos en invernadero controlando 

las mayores variables ambientales para reducir el error, humano, biológico y 

ambiental. 



 
 

 
 

• Se recomienda trabajar con el menor número de especies identificadas 

para mayor facilidad en el proceso de ensayo y estudio. 
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Ilustración 10.  

Diseño experimental de maíz inoculado con bacterias NPK y sustrato 

inorgánico 
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Ilustración 9.  

Curva de calibración del estándar de AIA 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 116. 

Levantamiento de datos, una vez terminado el tiempo del experimento 

Ilustración 12.  

Medición de la variable longitud radicular 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Niveles de Longitud Radicular en 

Bacterias NPK 

Ilustración 13 

Diagramas de cajas NPK realizo a partir de las mediciones de las raíces al finalizar el experimento 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Niveles de Peso Húmedo en 

Bacterias NPK 

Ilustración 14 

Diagrama de cajas sobre mediciones de peso húmedo de bacterias NPK en condiciones de 

invernadero 



 
 

 
 

 

 

 

Tabla 12.   

Tukey múltiple de comparación de medias de la variable longitud radicular con el factor 

concentración para el diseño experimental del BSP. 

 

 

Tabla 121.  

 Tukey múltiple de comparación de medias de la variable longitud radicular con el 

factor cepas para el diseño experimental de BSP. 

 

Tabla 13.  

 Tukey múltiple de comparación de medias de la variable longitud radicular con el 

factor cepas.  



 
 

 
 

Tabla 143.  

Tukey múltiple de comparación de medias de la variable longitud radicular con el factor 

cepas para el diseño experimental de BSK 

 

 

Tabla 14.  

Tukey múltiple de comparación de medias de la variable longitud radicular con el factor 

concentración para el diseño experimental de BSK. 
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