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RESUMEN 

La presente investigación se desarrolló con la finalidad de aislar, caracterizar e 

identificar bacterias fijadoras de nitrógeno atmosférico in vitro asociadas con la 

rizosfera de S. tuberosum var. Superchola; así como determinar su efecto sobre el 

crecimiento de vitroplantas de papa en invernadero. Se obtuvieron aislados de cuatro 

localidades de la provincia de Tungurahua, los cuales se caracterizaron cultural y 

morfológicamente. La capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico in vitro se 

realizó utilizando el medio de cultivo Jensen modificado, la identificación molecular 

se realizó mediante amplificación de los genes 16S rRNA con PCR. Finalmente se 

determinó el efecto de los aislados bacterianos sobre el crecimiento de vitroplantas de 

papa en invernadero. Los resultados mostraron que en el cantón Píllaro existió la 

mayor cantidad de UFC. g-1 de suelo (9,08 x 109), en la caracterización cultural el 87% 

tuvieron textura lisa, 42% superficie plana, 82% consistencia suave, 42% forma 

circular, 84% margen entero y el 95% mostraron brillo. En la caracterización 

morfológica de los aislados el 84% fueron bacterias Gram (-) y el 95% fueron bacilos. 

El aislado bacteriano con mayor potencial fijador de nitrógeno atmosférico fue el CC-

FCAGP-BFN1 y el de menor potencial el CC- FCAGP-BFN15. Mediante la 

amplificación de los genes 16S rRNA con PCR se identificaron las cepas 

Pseudomonas sp. (CC-FCAGP-BFN1, CC-FCAGP-BFN16), CC-FCAGP-BFN14) y 

Paraburkholderia dipogonis (CC-FCAGP-BFN24), las cuales mostraron una alta 

capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico. Asimismo, la cepa bacteriana CC-

FCAGP-BFN1 (Pseudomonas sp.) fue la que más incrementó el área foliar, masa 

fresca y seca e índice de área foliar de vitroplantas de S. tuberosum. En base a los 

resultados anteriores, se lograron identificar cuatro cepas bacterianas de la rizosfera de 

S. tuberosum donde una de ellas resultó la más promisoria para favorecer el 

crecimiento vegetativo debido a su alta capacidad para fijar nitrógeno atmosférico. 

 

Palabras Claves: Aislados bacterianos, morfofisiológicas, papa, 16S rRNA, 

vitroplantas. 
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ABSTRACT 

The present research was developed with the purpose of isolating, characterizing and 

identifying in vitro atmospheric nitrogen-fixing bacteria associated with the 

rhizosphere of S. tuberosum var. Superchola; as well as to determine their effect on 

the growth of potato vitroplants in greenhouses. Isolates were obtained from four 

localities in the province of Tungurahua, which were culturally and morphologically 

characterized. The in vitro atmospheric nitrogen fixation capacity was determined 

using modified Jensen culture medium, and molecular identification was performed 

by PCR amplification of 16S rRNA genes. Finally, the effect of the bacterial isolates 

on the growth of potato vitroplants in greenhouses was determined. The results showed 

that in the canton of Píllaro there was the highest quantity of CFU. g-1 of soil (9.08 x 

109), in the cultural characterization 87% had smooth texture, 42% flat surface, 82% 

smooth consistency, 42% circular shape, 84% entire margin and 95% showed 

brightness. In the morphological characterization of the isolates, 84% were Gram (-) 

bacteria and 95% were bacilli. The bacterial isolate with the highest atmospheric 

nitrogen-fixing potential was CC-FCAGP-BFN1 and the one with the lowest potential 

was CC-FCAGP-BFN15. PCR amplification of 16S rRNA genes identified the strains 

Pseudomonas sp. (CC-FCAGP-BFN1, CC-FCAGP-BFN16), CC-FCAGP-BFN14) 

and Paraburkholderia dipogonis (CC-FCAGP-BFN24), which showed a high capacity 

for atmospheric nitrogen fixation. Likewise, the bacterial strain CC-FCAGP-BFN1 

(Pseudomonas sp.) was the only one that increased leaf area, fresh and dry mass and 

leaf area index of S. tuberosum vitroplants. Based on the above results, four bacterial 

strains were identified from the rhizosphere of S. tuberosum, one of which was the 

most promising for favoring vegetative growth due to its high capacity to fix 

atmospheric nitrogen. 

 

Key words: Bacterial isolates, morpho-physiological, potato, 16S rRNA, vitroplants. 
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CAPÍTULO I 

EL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1. Introducción  

La papa S. tuberosum ostenta una destacada importancia económica al constituirse 

como uno de los cultivos más extendidos globalmente, contribuyendo 

significativamente a la economía agrícola (Haan & Rodriguez, 2016); (Mwakidoshi 

et al., 2021). Su versatilidad en la cocina y valor nutricional la convierten en una fuente 

esencial de carbohidratos y nutrientes, desempeñando así un papel fundamental en la 

seguridad alimentaria. En el ámbito cultural, este cultivo está arraigado en la herencia 

agrícola y son protagonistas de festivales y celebraciones que resaltan su importancia 

en la identidad local (Reddy et al., 2018).  

Entre los nutrientes esenciales para la papa incluyen el nitrógeno, crucial para el 

desarrollo vegetativo y la tuberización; fósforo, vital para el establecimiento de raíces 

y la formación de tubérculos; y potasio, fundamental para el tamaño y peso de los 

tubérculos, así como la resistencia a enfermedades; el calcio y el magnesio 

desempeñan un papel esencial en el desarrollo celular y la prevención de trastornos 

como la pudrición apical (Mokrani, 2018). En cuanto a los micronutrientes, la papa 

requiere hierro, zinc, manganeso, cobre y molibdeno en pequeñas cantidades para 

diversas funciones específicas. La fertilización adecuada, con énfasis en las etapas de 

crecimiento vegetativo y tuberización, junto con el manejo adecuado del pH del suelo 

y el riego, es esencial para optimizar el rendimiento y la calidad del cultivo de papa 

(Kumar et al., 2018). 

El nitrógeno desempeña un papel esencial en el desarrollo de S. tuberosum, este 

elemento es un componente crucial de las proteínas y clorofila, fundamentales para la 

fotosíntesis y la formación de aminoácidos (Muleta y Aga, 2019). La papa requiere 

niveles adecuados de nitrógeno para promover un crecimiento vegetativo robusto, la 

formación de hojas verdes y el desarrollo de tubérculos (Blumenthal et al., 2008). 

Además, el nitrógeno influye en la capacidad de las plantas para absorber otros 

nutrientes, mejorando la eficiencia en la toma de nutrientes y la asimilación de 

minerales esenciales. Sin embargo, un exceso de nitrógeno puede resultar en un 

crecimiento vegetativo exuberante a expensas de la formación de tubérculos, afectando 

negativamente el rendimiento y la calidad de las estos (Jatav et al., 2017). 
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El crecimiento y la productividad de las plantas normalmente están limitados por el 

nitrógeno fijado en todos los ambientes con clima adecuado y agua disponible para 

sustentar la vida. La fertilidad del suelo se ve directamente afectada por el uso 

prolongado de fertilizantes químicos, además de la generación de una pérdida de 

microorganismos benéficos del suelo (Arsita et al., 2020). 

Aunque el nitrógeno es esencial para el crecimiento de las plantas, su aplicación 

excesiva puede llevar a problemas como la lixiviación de nitratos hacia los cuerpos de 

agua, ocasionando la contaminación del recurso hídrico (Chen et al., 2018). 

Asimismo, puede conducir a la acidificación del suelo, comprometiendo su estructura 

y nutrientes; este fenómeno también puede aumentar la emisión de gases de efecto 

invernadero, contribuyendo al cambio climático (Kool et al., 2011). La 

sobreutilización de fertilizantes nitrogenados en cultivos de papa puede resultar en un 

desequilibrio en el ecosistema, impactando la biodiversidad y generando problemas de 

salud pública relacionados con la presencia de nitratos en alimentos (Wen et al., 2023).  

En los últimos años el uso de microorganismos benéficos en la agricultura ha ganado 

relevancia debido a sus numerosos beneficios para el crecimiento y desarrollo de las 

plantas. Estos microorganismos, como bacterias y hongos, actúan de manera 

simbiótica con las plantas, estableciendo relaciones mutualistas que promueven la 

absorción de nutrientes y mejoran la resistencia a enfermedades. La aplicación de 

biofertilizantes y microorganismos promotores del crecimiento vegetal puede 

aumentar la disponibilidad de nutrientes esenciales en el suelo, como nitrógeno, 

fósforo y potasio (van der Heijden et al., 2008). Además, estos microorganismos 

pueden producir compuestos que activan respuestas de defensa en las plantas, 

fortaleciendo su inmunidad frente a patógenos. Este enfoque sostenible no solo mejora 

la salud de las plantas, sino que también reduce la dependencia de fertilizantes 

químicos, contribuyendo así a prácticas agrícolas más respetuosas con el medio 

ambiente (Timm et al., 2015). 

La investigación propuesta se enfoca en el estudio de bacterias rizosféricas 

encontradas en las raíces de S. tuberosum, con énfasis en su capacidad para fijar 

nitrógeno atmosférico, nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas. El 

objetivo es identificar y caracterizar bacterias con esta capacidad, con posibles 
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aplicaciones en la mejora de la nutrición de las plantas, especialmente en el cultivo de 

papa. 

El estudio se divide en varios procesos: 

Aislamiento de bacterias de la rizosfera de S. tuberosum que pueden fijar nitrógeno 

atmosférico, mediante la obtención de muestras de suelo rizosférico y el cultivo 

selectivo de bacterias involucradas en este proceso. 

Caracterización morfológica de las colonias obtenidas para identificar posibles 

variaciones entre los aislados bacterianos, incluyendo forma, tamaño, color y textura 

de las colonias. 

Identificación molecular de los aislados mediante la amplificación de genes 16S rRNA 

a través de PCR, seguido de la secuenciación para obtener información detallada sobre 

la composición genética y una identificación precisa de las especies bacterianas 

presentes. 

Realización de ensayos in vitro para cuantificar la capacidad de fijación de nitrógeno 

atmosférico de las bacterias identificadas, proporcionando datos cuantitativos sobre su 

eficiencia en este proceso. 

Aplicación de los aislados bacterianos más eficientes en la fijación de nitrógeno 

atmosférico a vitroplantas de papa en condiciones de invernadero. Se evaluará el 

impacto en el crecimiento de las plantas mediante parámetros como área foliar, masa 

seca y masa fresca. 

1.2. Justificación  

Los fertilizantes nitrogenados inorgánicos permiten una liberación rápida y elevada de 

nutrientes (Zhao et al., 2016), lo cual mejora significativamente el desarrollo de los 

cultivos y el crecimiento de las comunidades microbianas (Li et al., 2019). Sin 

embargo, la aplicación de fertilizantes inorgánicos influye de manera más fuerte sobre 

la comunidad bacteriana del suelo a diferencia de la fertilización orgánica (Zhang et 

al., 2021); Jones et al. (2019) manifiestan que el uso de estos fertilizantes puede 

generar cambios en el pH y su exceso puede modificar el flujo de energía microbiano 

y la eficiencia en el uso del carbono. 
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Las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas pueden fijar nitrógeno 

atmosférico en el suelo, solubilizar fosfatos, producir y secretar sideróforos y pueden 

exhibir varios comportamientos diferentes simultáneamente (Sánchez-García et al., 

2012). Lo ideal es crear en el suelo consorcios bacterianos e introducirlos en el suelo 

para aumentar la productividad de los cultivos en agroecosistemas (Widdig et al., 

2019). 

La presencia de comunidades microbianas en el suelo son indicadores fundamentales 

de la calidad de este (Schloter et al., 2018; García-Delgado et al., 2019). Los 

microorganismos del suelo juegan un papel importante en el ciclo de los nutrientes y 

en el proceso de descomposición de la materia orgánica, lo cual repercutirá en el uso 

eficiente de los nutrientes (Kallenbach et al., 2016; Cui et al., 2019). Cabe mencionar 

que los microorganismos también tienen un efecto en el mantenimiento y recuperación 

de la productividad de los suelos, puesto que participan directa e indirectamente en el 

proceso energético del mismo (Reinhart et al., 2016; George et al., 2019).   

A pesar del espectacular aumento de la cantidad de nitrógeno (N) sintético aplicado a 

los cultivos en los últimos 40 años, se ha producido una disminución significativa en 

el rendimiento con una persistencia considerable del círculo vicioso de pobreza a la 

mayoría de los agricultores, técnicas especializadas en el estudio de estos 

microorganismos permiten identificar especies de importancia agronómica y su 

posterior uso (El-Fadaly et al., 2019).   

Los microorganismos del suelo, específicamente bacterias llamadas rizobacterias, 

pueden colonizar la rizosfera, infectar las raíces de las plantas y fijar biológicamente 

nitrógeno en el suelo mediante un proceso simbiótico (Wang et al., 2019).  La fijación 

biológica de nitrógeno es un proceso de conversión de nitrógeno elemental en forma 

de amonIo (NH4+) y nitrato (NO3
-) disponibles para las plantas. Estos microorganismos 

pueden vivir en residuos de plantas (saprófitos) o completamente dentro de las plantas 

endófitas o rizobacterias, o en estrecha asociación con las raíces de las plantas 

(Prasetya et al., 2023).  La eficacia de las poblaciones de rizobacterias en la fijación 

de nitrógeno se correlaciona con el estado de fertilidad del suelo. 

La identificación molecular de bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN) en el cultivo de 

papa es fundamental para seleccionar cepas eficientes que promuevan el crecimiento 

de las plantas y optimicen la fijación de nitrógeno en el suelo, reduciendo así la 
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dependencia de fertilizantes nitrogenados sintéticos y mejorando la sostenibilidad 

agrícola. Esta técnica permite una caracterización precisa de la diversidad de especies 

bacterianas, facilitando la selección de cepas más adecuadas para condiciones 

específicas del suelo y del cultivo de S. tuberosum. La identificación molecular 

también ayuda a identificar cepas resistentes a condiciones adversas del suelo, como 

salinidad o acidez, lo que amplía las posibilidades de aplicación en diversas áreas 

geográficas. Esta investigación busca proporcionar una base sólida para el desarrollo 

de nuevas estrategias de manejo agronómico y la promoción de prácticas agrícolas más 

sostenibles. 

1.3. Objetivos  

1.3.1. General 

Aislar, caracterizar e identificar bacterias fijadoras de nitrógeno atmosférico in vitro 

asociados con la rizosfera de Solanum tuberosum L. Variedad Superchola para 

determinar su efecto sobre el crecimiento de vitroplantas de papa en invernadero. 

1.3.2. Específicos  

• Aislar bacterias rizosféricas de plantas de S. tuberosum con la capacidad de fijar 

nitrógeno atmosférico. 

• Caracterizar las colonias y la morfología de los aislados bacterianos rizosféricos. 

• Determinar la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico in vitro de los aislados 

bacterianos rizosféricos. 

• Identificar molecularmente los aislados bacterianos rizosféricos mediante la 

amplificación de los genes 16S rRNA con PCR y secuenciación. 

• Evaluar el efecto de los aislados bacterianos rizosféricos con capacidad de fijar 

nitrógeno atmosférico sobre el crecimiento de vitroplantas de papa en 

invernadero. 
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CAPÍTULO II 

ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS 

2.1. Investigaciones referentes  

El nitrógeno es esencial en las células vegetales para la síntesis de enzimas, proteínas, 

clorofila, ADN y ARN, por lo que influye directamente en el crecimiento de las plantas 

y la producción de alimentos (Pathak et al., 2019). Al intervenir en procesos 

metabólicos de importancia su deficiencia provoca un crecimiento reducido, 

coloración amarillenta de hojas y baja productividad (Ouyabe et al., 2019). 

El aislamiento y caracterización de bacterias fijadoras de nitrógeno atmosférico es un 

recurso biológico valioso para maximizar la producción agrícola. Las bacterias son 

fenotípica y numéricamente diversas, de los cuales muchos permanecen sin identificar 

(Simon, 2014). 

Tamas et al. (2010) en su investigación sobre el aislamiento y caracterización de 

bacterias fijadoras de nitrógeno, obtuvieron 12 aislados puros de una primera muestra 

(cuenca Ciuc) y 14 aislados puros de una segunda muestra (cuenca Gheorgheni) 

mediante aislamientos en un medio selectivo. Después de 2 días de incubación a 28°C 

en un medio selectivo, se lograron colonias separadas, como se ilustra en la figura 1. 

La pigmentación de estas colonias varió entre transparente, crema y amarilla. Las 

colonias presentaron una forma redonda con márgenes y superficie suaves, adoptando 

una forma convexa. Su textura fue mucosa, atribuida a la producción extracelular de 

polisacáridos (EPS). En cuanto al análisis morfológico celular, se determinó que los 

aislados eran bacterias Gram (-). 

El-Fadalay et al. (2019) en su investigación para caracterizar bacterias fijadoras de 

nitrógeno aisladas, llevaron a cabo tinciones de Gram y esporas, tinción de la cápsula 

y la observación de la motilidad fueron estudiadas mediante microscopía. Respecto a 

las características fisiológicas de los aislados bacterianos, se llevaron a cabo pruebas 

de catalasa, hidrólisis de almidón y licuefacción de caseína. En el medio de agar 

nutritivo todos los aislados bacterianos obtenidos mostraron una forma de cocos y se 

dispusieron en diplococos, fueron Gram (-), carecían de formadores de esporas, 

presentaban cápsulas positivas y ninguno de ellos era móvil. Todos los aislados 



9 
 

produjeron un pigmento marrón no soluble y dieron resultados positivos en las pruebas 

de catalasa, hidrólisis de almidón e hidrólisis de caseína. 

Zhan et al. (2022) en su investigación determinaron la actividad nitrogenasa, para lo 

cual realizaron el método de reducción de acetileno, una cepa única se utilizó para 

inocular medio líquido LB y luego se transfirió a medio líquido libre de nitrógeno 

Döbereiner. El control no fue inoculado, y la suspensión bacteriana alcanzó una DO 

600 de 0,6 a 30 °C y 160 r/min. Tras la inyección de acetileno, la producción de etileno 

se determinó mediante cromatografía de gases. La actividad nitrogenasa de la cepa 

A02 mostró un incremento proporcional al aumento del contenido de nitrógeno en el 

rango de 0 a 0,04 g/L, en consecuencia, se observó una fuerte correlación entre el 

nitrógeno y la actividad nitrogenasa de la cepa A02. Asimismo, se destacó que la 

actividad nitrogenasa alcanzó su punto máximo cuando el contenido de nitrógeno en 

el medio era de 0,05 g/L. 

Ma et al. (2020) manifiestaron que la actividad nitrogenasa de los rizobios de soja fue 

registrada en 23,000 nmol ml−1 h−1, la actividad nitrogenasa de las bacterias fijadoras 

de nitrógeno vinculadas a la caña de azúcar fluctuó entre 65 y 3,187.8 nmol ml−1 h−1. 

Para el maíz y el arroz, la actividad nitrogenasa fue aproximadamente de 100 a 200 

nmol ml−1 h−1, mientras que para las plantas leñosas fue de 2.5 nmol ml−1 h-1. 

Xu et al. (2018) en su estudio para aislar y caracterizar bacterias fijadoras de N2 de 

caña gigante y pasto varilla y evaluar su potencial de promoción del crecimiento 

vegetal y absorción de nutrientes para su uso como biofertilizantes, obtuvieron un total 

de 190 bacterias del suelo de la rizosfera y del interior de tallos y raíces de caña gigante 

y pasto varilla. Confirmaron que todos los aislados tenían actividad nitrogenasa, el 

96,9% produjo auxinas y el 85% produjo sideróforos. Luego, se clasificaron las seis 

cepas principales, incluidas Sphingomonas trueperi Kampfer NNA-14, S. trueperi 

NNA-19, S. trueperi NNA-17, S. trueperi NNA-20, Psychrobacillus psychrodurans 

Krishnamurthi NP-3 y Enterobacter oryzae Peng NXU-38, siendo S. trueperi la que 

tenía mayor actividad nitrogenasa (350 nmol ml−1 h-1).  

Liu et al. (2018) aislaron una cepa L201 T, bacteria fijadora de nitrógeno y formadora 

de endosporas, de las hojas de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken en la Universidad 

Agrícola del Sur de China. El análisis filogenético del gen 16S rRNA la clasifica 

dentro del género Paenibacillus, mostrando similitud con especies como Paenibacillus 
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albidus Zhuang y Paenibacillus odorifer Berge. Los ácidos grasos dominantes 

incluyeron anteiso-C 15:0, y la quinona isoprenoide principal fue la MK-7. La cepa 

L201 T presenta una propuesta de nueva especie, Paenibacillus bryophyllum Liu sp. 

nov., distinguida mediante pruebas biológicas, bioquímicas, patrones proteicos y 

huellas genómicas, con una relación ADN-ADN del 29,8% y mostró una actividad 

nitrogenasa de 2.98 nmol ml−1 h-1. 

En un estudio se aislaron bacterias endofíticas fijadoras de nitrógeno de hojas, tallos y 

raíces de plantas de caña de azúcar, un total de ochenta y nueve aislados de bacterias 

endofíticas fueron obtenidos en agar sin N, y todos mostraron actividad nitrogenasa 

según un ensayo de reducción de acetileno (ARA). Se procedió a caracterizar tres 

aislados de caña de azúcar masticable (C2HL2, C7HL1 y C34MR1) y un aislado de 

caña de azúcar industrial (UT3R1). Se observaron tres respuestas distintas en la 

actividad de la nitrogenasa: C2HL2 y C7HL1 mostraron aumentos significativos con 

la adición de un 0,005 % de extracto de levadura, C34MR1 no mostró respuesta, 

mientras que UT3R1 exhibió una disminución significativa en la actividad de la 

nitrogenasa con un 0,005 % de extracto de levadura. En todos los aislados, la actividad 

nitrogenasa disminuyó al aumentar la concentración de extracto de levadura al 0,05 %. 

Los aislados C2HL2 y C7HL1, con las secuencias del gen 16S rRNA estrechamente 

relacionadas con Novosphingobium sediminicola Baek y Ochrobactrum intermedium 

Velasco respectivamente, mostraron la actividad de la nitrogenasa más alta 

(Muangthong et al., 2015).  

En un estudio para la caracterización de los aislados bacterianos Zahran et al. (2018), 

aislaron 68 especies de rizobacterias en Egipto que, según se informó, eran buenos 

candidatos para establecer simbiosis en diversos entornos egipcios. Durante el estudio 

para el aislamiento y caracterización de especies de Rhizobium y determinación de su 

potencia para la producción de factores de crecimiento, se aislaron 260 bacterias en 

placa de agar, de las cuales 53 eran rizobacterias fijadoras de nitrógeno y se 

encontraron 43 tipos de morfologías con 5 cepas de rizobacterias efectivas en plantas. 

El continuo aislamiento y caracterización de nuevas cepas de diversos entornos es de 

suma importancia.  

La fijación biológica de nitrógeno aporta alrededor de 100 millones de toneladas de 

nitrógeno para los ecosistemas terrestres, de 30 a 300 millones de toneladas para los 
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ecosistemas marinos y 20 millones de toneladas de la fijación química debida a 

fenómenos atmosféricos (Tak et al., 2020). 

Se ha visto un incremento en el uso de fertilizantes químicos nitrogenados para la 

producción de los cultivos agrícolas desde la Segunda Guerra Mundial. El aumento ha 

tenido diversas consecuencias, como la contaminación del agua y la eutrofización 

debido a la lixiviación de nitrógeno en el suelo por la lluvia y el riego (Kuswinanti et 

al., 2021).  Para minimizar las consecuencias, el uso de bacterias fijadoras de nitrógeno 

puede desempeñar un papel importante en la vida de la planta huésped porque asegura 

su suministro de nitrógeno, la defensa contra patógenos y plagas, así como la 

adaptación a diversos tipos de estrés ambiental (Wafula et al., 2020); (Sánchez-

García et al., 2010).  

Zhang et al. (2022) examinaron 10 bacterias endofíticas utilizando el método de 

cultivo libre de nitrógeno de las raíces de siete cultivares de yuca, y la actividad de la 

nitrógenoasa de la cepa A02 fue la más alta, 95,81 nmol ml-1 h-1. Se confirmó que la 

cepa A02 era Microbacteriaceae, Curtobacterium mediante alineación de secuencia 

de ARNr 16S. Se analizaron más a fondo las características biológicas y morfológicas 

de la cepa A02. 

Mbega et al. (2021) investigaron la diversidad de rizobacterias cultivables asociadas 

con la papa (S. tuberosum) en Tanzania y evaluaron su actividad in vitro del 

crecimiento vegetal (PGP) para deducir su potencial como biofertilizantes. Se 

recolectaron muestras de suelo y tubérculos de la rizosfera de papa (54 muestras en 

total) de 9 aldeas en tres regiones agroecológicas diferentes de Tanzania. Se obtuvieron 

un total de 145 aislados de rizobacterias, 52 de los cuales fueron seleccionados e 

identificados mediante secuencias parciales del gen 16S rRNA y examinados para 

detectar diversos rasgos de PGP in vitro, incluida la solubilización cualitativa y 

cuantitativa de fósforo (P), fijación de nitrógeno (N2) y producción de amoníaco (NH3) 

en medio libre de nitrógeno, y producción de ácido indol-3-acético (AIA), ácidos 

giberélicos (GA) y sideróforos. Los resultados mostraron que los aislados fueron todos 

Gammaproteobacteria, pertenecientes a 4 familias (Enterobacteriaceae, 

Yersiniaceae, Pseudomonadaceae y Morganellaceae) y 9 géneros (Enterobacter, 

Klebsiella, Serratia, Pseudomonas, Morganella, Buttiauxella, Pantoea y Cedecea).  
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Reinhardt et al. (2008) en su investigación obtuvieron catorce cepas de bacterias 

fijadoras de nitrógeno provenientes de diversas especies de plantas, como la mandioca, 

el maíz y la caña de azúcar, empleando condiciones selectivas que excluyen el 

nitrógeno. La capacidad de fijación de nitrógeno fue confirmada mediante una prueba 

de reducción de acetileno. Todas las cepas analizadas que mostraron capacidad de 

fijación de nitrógeno presentaron una hibridación positiva con la sonda del gen nifH 

derivada de Azospirillum brasilense. La caracterización de las cepas se llevó a cabo 

mediante la secuenciación de los genes RAPD, ARDRA y 16S rDNA. Los análisis 

RAPD revelaron la existencia de 8 genotipos, mientras que los 6 linajes restantes se 

agruparon en 3 conjuntos RAPD, indicando un posible origen clonal. Las secuencias 

obtenidas de ARDRA y 16S rDNA se asignaron a 13 grupos conocidos de bacterias 

fijadoras de nitrógeno, incluyendo organismos de los géneros Azospirillum, 

Herbaspirillum, Pseudomonas y Enterobacteriaceae. Además, dos cepas fueron 

clasificadas como Stenotrophomonas ssp. La identificación molecular basada en las 

secuencias de ADNr 16S respaldó los datos obtenidos en las pruebas morfológicas y 

bioquímicas. 

Ding et al. (2005) en su estudio seleccionaron un total de 29 aislados de las rizosferas 

de trigo, maíz, raigrás y sauce en base a su crecimiento en un medio sin nitrógeno y su 

resistencia a 100 °C durante 10 minutos. De estos 29 aislados, siete mostraron la 

presencia del gen nifH, confirmado mediante amplificación por PCR. Tras la 

caracterización fenotípica, la secuencia de ADNr 16S, el contenido de G+C y la 

hibridación ADN-ADN, se determinó que los siete aislados pertenecen a los géneros 

Bacillus y Paenibacillus. En detalle, los aislados T1 y W5 se identificaron como 

Bacillus cereus y Bacillus marisflavi, respectivamente. Los aislados G1, C4 y C5 

fueron reconocidos como Bacillus megaterium. Por otro lado, el aislado G2 se 

identificó como Paenibacillus polymyxa, mientras que el aislado T7 fue clasificado 

como Paenibacillus massiliensis. 

Al investigar sobre las principales bacterias fijadoras de nitrógeno presentes en las 

rizosferas de Juniperus sp., Aster gymnocephalus, Gringelia sp., Lygodesmia sp. y 

Haplopappus sp. se identificaron miembros del género Paenibacillus. No obstante, 

también se aislaron Azospirillum lipoferum Beijerinck y Bradyrhizobium japonicum 

de las rizosferas de Haplopappus sp. y Viguiera linearis. Desde el punto de vista 
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funcional, se observó que Paenibacillus durus BR_30 exhibió las mayores actividades 

PGP (Promoción del Crecimiento Vegetal) (Navarro-Noya et al., 2012). 

Ha et al. (2018) en su investigación para aislar y caracterizar bacterias fijadoras de 

nitrógeno, tomaron muestras de suelo de diversas áreas y se utilizaron medios de Burk 

sin suplemento mineral de nitrógeno. La producción de amoníaco (NH4+) por las cepas 

se evaluó mediante el reactivo de Nessler después de la generación de biomasa. De 

veinticinco aislados, las cepas 6.2 y 8.2, que mostraron una alta concentración de 

NH4+, fueron seleccionadas como las más eficientes en fijación de nitrógeno. Las 

condiciones óptimas para su crecimiento y fijación de nitrógeno fueron un pH de 7,0 

y una temperatura de 30°C, con sacarosa favoreciendo el crecimiento. El análisis del 

gen 16S rRNA reveló que las cepas 6.2 y 8.2 compartieron similitud del 99% y 100% 

con Pseudomonas sp. y Bacillus sp., respectivamente, según la búsqueda BLAST en 

GenBank. 

2.2. Marco teórico 

2.2.1. Bacterias 

2.2.1.1. Generalidades 

Las bacterias son pequeños organismos unicelulares que se encuentran en casi todas 

partes de la Tierra y son indispensables para los ecosistemas del planeta. Algunas 

especies pueden vivir en condiciones extremas de temperatura y presión (Dirpan et 

al., 2019). Las bacterias son procariotas que carecen de envoltura nuclear, por lo que 

el ADN se encuentra suspendido en el citoplasma. Las bacterias se clasifican por su 

forma y por cómo reaccionan cuando se tratan con la tinción de Gram en el laboratorio. 

Las bacterias pueden considerarse Gram negativas o Gram positivas (Kou et al., 

2020). 

Todas las bacterias tienen una membrana plasmática y algunas bacterias tienen 

proyecciones, como flagelos o cilios, en el exterior de sus cuerpos. Estos pueden 

ayudar con su locomoción, según la estructura y el tipo de bacteria. Al igual que las 

células vegetales, la mayoría de las bacterias tienen paredes celulares. Las paredes 

celulares dan soporte a la célula y contribuyen a su estructura y forma (Zhang et al., 

2019). 
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2.2.2. La papa  

2.2.2.1. Generalidades  

La papa S. tuberosum es un tubérculo reconocido como uno de los cultivos globales 

que proporciona energía a más de 100 millones de personas en todo el mundo. El 

consumo de papa siempre ha estado aliado con la buena salud y ha impulsado la 

nutrición humana ya que aporta calorías, proteínas, vitaminas y minerales (Koch et 

al., 2020). Hoy en día la papa cultivada es uno de los principales cultivos alimentarios 

humanos. El contenido de potasio, vitamina C y vitamina B6 de la papa, favorecen la 

salud del corazón. Las papas contienen cantidades importantes de fibra, esta ayuda a 

reducir la cantidad total de colesterol en la sangre, disminuyendo así el riesgo de 

enfermedades cardíacas (Devaux et al., 2021) 

La importancia de la papa para el suministro de alimentos humanos ha sido reconocida 

por las Naciones Unidas y declararon 2008 Año Internacional de la Papa. Casi el 80% 

de las exportaciones de tubérculos de semilla está en manos de empresas holandesas y 

ocupando más del 20% de la tierra cultivable en los Países Bajos, la papa también es 

un cultivo comercial muy importante en los Países Bajos (Dourado et al., 2019).  En 

Ecuador se considera como el tercer cultivo transitorio más importante, se producen 

alrededor de 421 000 toneladas al año, es un cultivo tradicional de nuestro territorio y 

existen cerca de 82 000 productores a nivel nacional (Flores et al., 2022). 

2.2.2.2. Importancia  

La papa es un cultivo muy atractivo en los sistemas de producción agrícola ya que 

combina un potencial de rendimiento extraordinariamente alto con un alto valor 

nutricional (Charkowski et al., 2020). Sin embargo, mientras que los países con una 

agricultura de altos insumos, como Estados Unidos, Francia y Alemania, pueden 

alcanzar rendimientos promedio de papa de más de 45 toneladas por hectárea, los 

rendimientos promedio de la mayoría de los demás países son considerablemente más 

bajos, lo que lleva a rendimientos promedio de papa de 20 toneladas por hectárea en 

todo el mundo (Naumann et al., 2020). 

Las papas son una buena fuente nutricional pero además de ser una fuente importante 

de alimento también sirven cada vez más como materia prima para productos 

industriales. El almidón de papa y sus derivados desempeñan un papel importante en 

una variedad de aplicaciones industriales como la fabricación de papel, textiles y 
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procesamiento de alimentos (Gao et al., 2019).  Por lo tanto, a diferencia de la mayoría 

de los otros cultivos, la papa tiene un rango inusualmente alto de posibilidades de 

utilización, lo que hace que su producción sea aún más atractiva. 

2.2.2.3. Clasificación taxonómica 

S. tuberosum comúnmente conocida como papa pertenece a la familia de las 

solanáceas. Es una planta angiosperma y se clasifica dentro del Reino Vegetal o 

Plantae, filo de plantas con flores Magnoliophyta, es una dicotiledónea, orden 

Solanales (Naeem et al., 2023). 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de la papa 

TAXONOMÍA 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden  Solanales 

Familia Solanaceae 

Género Solanum 

Especie tuberosum 

Fuente: (Jerez y Martín, 2012) 

2.2.2.4. Descripción botánica 

S. tuberosum es una planta herbácea que crece hasta 1 m de altura con tallos vellosos 

y hojas divididas en alrededor de cuatro pares de folíolos. Las flores pueden ser 

blancas, rosadas, moradas o azules con centros amarillos. Los frutos de la papa son 

una baya esférica de color amarillo verdoso, suculenta pero no comestible, de hasta 4 

cm de ancho. Bajo tierra, la raíz comestible forma un tubérculo de forma esférica a 

ovoide que puede tener una variedad de colores, tamaños y formas, dependiendo de la 

variedad cultivada (Kacheyo et al., 2021). 

2.2.2.5. Requerimientos edafoclimáticos 

La papa se puede cultivar casi en cualquier tipo de suelo excepto en suelos salinos y 

alcalinos. Se prefieren los suelos que son naturalmente sueltos y ofrecen la menor 

resistencia al agrandamiento de los tubérculos. Los suelos francos y franco arenosos, 
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ricos en materia orgánica con buen drenaje y aireación, son los más adecuados para el 

cultivo de papas. El suelo con un rango de pH de 5,2 a 6,4 se considera ideal (Yanza 

et al., 2020).  

La papa es un cultivo de clima templado, sin embargo, crece en una amplia gama de 

condiciones climáticas. Se cultiva sólo en condiciones en las que la temperatura 

durante las temporadas de crecimiento es moderadamente fresca. El crecimiento 

vegetativo de la planta es mejor a una temperatura de 24°C mientras que el desarrollo 

de los tubérculos se favorece a 20°C. El cultivo se puede dar hasta en una altitud de 

3000 m sobre el nivel del mar (Cóndor et al., 2021). 

2.2.2.6. Micropropagación in vitro de S. tuberosum 

La micropropagación es la alternativa a la propagación convencional de papas. 

Métodos de propagación in vitro utilizando esquejes nodales, puntas de meristemas y 

los microtubérculos son más confiables para mantener la integridad genética de los 

clones multiplicados desde la diferenciación y la posterior organogénesis o los 

cambios morfogenéticos que lo acompañan (Gixhari, 2018) 

Las papas pueden micropropagarse rápidamente a gran escala mediante cultivos de 

meristemos y puntas de brotes, proliferación mediante brotes axilares desarrollados a 

partir de esquejes nodales cultivados in vitro y producción de brotes adventicios 

directamente sobre explantes o indirectamente a través de una fase de callo (Jiménez-

Terry et al., 2013). Los avances actuales se consideran el comienzo de la segunda 

agricultura “verde” y se espera que hagan que la agricultura sea más eficiente, rentable 

y ambientalmente segura (Hajare et al., 2021). 

Esta técnica nos permite aprovechar el valor potencial del cultivo de tejidos en la 

producción de papas. La técnica de producción de semilla de papa puede diseñarse con 

multiplicación in vitro a través de regeneración de plántulas o producción de 

microtubérculos (Koleva et al., 2019). 

2.2.2.6.1. Importancia  

La importante ventaja que ofrece la micropropagación sobre los métodos 

convencionales es que, en un tiempo y espacio relativamente cortos, se puede producir 

un gran número de plantas a partir de un solo individuo independientemente de las 

estaciones o épocas del año. La micropropagación es esencial para que especies 
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altamente heterocigotas como la papa produzcan plantas uniformes (Hajare et al., 

2021). 

2.2.3. Requerimientos nutricionales  

El manejo eficaz de los nutrientes es fundamental para la producción de papa, ya que 

el rendimiento y la calidad de los tubérculos se ven directamente afectados por la 

cantidad y el momento de las aplicaciones de nutrientes (Xu et al., 2019).  Las papas 

tienen altas demandas de nutrientes, su absorción es mayor durante el crecimiento del 

tubérculo (Coulibali et al., 2020). 

Los requerimientos de nutrientes de la papa varían según la etapa de crecimiento del 

cultivo. Durante la primera etapa se requiere de elementos como nitrógeno y potasio, 

mientras que fosfato y magnesio para su crecimiento (Dadrasi et al., 2020).  El mayor 

requerimiento de potasio se produce durante la etapa de crecimiento de los tubérculos. 

La floración de las plantas de papa es un indicativo de cuándo comienza esta etapa 

morfológica, y zinc, manganeso, calcio para el correcto desarrollo del tubérculo 

(Torabian et al., 2021). 

2.2.3.1. Nitrógeno 

Según Monteza (2020) el nitrógeno es un elemento limitante para el crecimiento y la 

producción de las plantas. Es un componente importante de la clorofila, el pigmento 

más necesario para la fotosíntesis, así como de los aminoácidos, los componentes clave 

de las proteínas. Se encuentra también en otras biomoléculas indispensables, como el 

ATP y ácidos nucleicos. Aunque es uno de los elementos más abundantes que 

predominan en forma de gas nitrógeno (N2) en la atmósfera terrestre (Zavala, 2022). 

Las plantas sólo pueden utilizar formas reducidas de este elemento y adquieren estas 

formas de nitrógeno “combinado” mediante la adición de fertilizante de amoníaco o 

nitrato, adición de estiércol al suelo, la liberación de estos compuestos durante la 

descomposición de la materia orgánica, la conversión de nitrógeno atmosférico en 

compuestos mediante procesos naturales como rayos, y fijación biológica de nitrógeno 

(García, 2022).  Sin embargo, el nitrógeno es uno de los insumos más importantes y 

costosos. Desafortunadamente, las fuentes convencionales de N son altamente 

susceptibles a la lixiviación, desnitrificación y volatilización (Guerrero, 2020). 
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2.2.3.2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal 

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) pertenecen a un grupo 

heterogéneo y beneficioso de microorganismos que pueden encontrarse en la rizosfera, 

en la superficie de la raíz o asociados a ella, y son capaces de potenciar el crecimiento 

de las plantas y protegerlas de enfermedades y estrés abiótico (Olanrewaju et al., 

2017); (Veitía et al., 2008). Los mecanismos por los cuales PGPB estimula el 

crecimiento de las plantas involucran la disponibilidad de nutrientes provenientes de 

procesos genéticos, como la fijación biológica de nitrógeno y la solubilización de 

fosfato y la producción de fitohormonas y sideróforos, entre varios otros (Poria et al., 

2022). 

Las interacciones entre plantas y bacterias ocurren a través de procesos simbióticos, 

endofíticos o asociativos con distintos grados de proximidad con las raíces y el suelo. 

(Torres et al., 2013). Los PGPB endofíticos son buenos candidatos a inoculantes 

porque colonizan las raíces y crean un ambiente favorable para su desarrollo y función 

(Ruiu, 2020). Las relaciones endofíticas no simbióticas ocurren dentro de los espacios 

intercelulares de los tejidos vegetales, que contienen altos niveles de carbohidratos, 

aminoácidos y nutrientes inorgánicos (Ramakrishna y Yadav, 2019). 

2.2.3.3. Bacterias rizosféricas  

Las rizobacterias residen en la rizosfera del suelo, cerca de las raíces de las plantas y 

aquellas que tienen efectos beneficiosos sobre las plantas se denominan rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (Imade et al., 2021). Estas rizobacterias están 

equipadas con una serie de mecanismos ya sea tanto directos como indirectos a través 

de los cuales mejoran el crecimiento de las plantas en diversos entornos agrícolas 

(Saeed et al., 2021). 

Varios estudios previos han informado sobre la mejora natural del crecimiento de las 

plantas en cultivos extensivos mediante la aplicación de rizobacterias promotoras del 

crecimiento de las plantas (Cruz-Martín et al., 2013). Los mecanismos para la 

promoción del crecimiento de las plantas utilizados por las rizobacterias, que habitan 

la rizosfera, incluyen ajustes metabólicos, ajustes en los niveles de fitohormonas, 

producción de exopolisacáridos, colonización de raíces y mejora de la disponibilidad 

de nutrientes (Vieira et al., 2020).  Estas rizobacterias también mejoran indirectamente 
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el crecimiento de las plantas al inducir su resistencia a diverso estrés biótico y abiótico, 

como el ataque de patógenos y la contaminación por metales pesados, utilizando 

mecanismos como la producción de antibióticos, la inducción de resistencia sistémica 

inducida, la competencia de la rizosfera y la producción de sustancias antagonistas 

para biocontrol (Xiang et al., 2022). 

2.2.3.4. Bacterias fijadoras de nitrógeno 

Las bacterias fijadoras de nitrógeno son microorganismos capaces de transformar el 

nitrógeno atmosférico en nitrógeno fijado, es decir, en compuestos inorgánicos 

aprovechables por las plantas (Harindintwali et al., 2020). 

Según Kawaka (2022) la fijación biológica de nitrógeno (BNF) es realizada por un 

grupo especializado de procariotas. Estos organismos utilizan la enzima nitrogenasa 

para catalizar la conversión del nitrógeno atmosférico (N2) en amoníaco (NH3). Las 

plantas pueden asimilar fácilmente NH3 para producir las biomoléculas nitrogenadas 

antes mencionadas. Se reconocen dos tipos de bacterias fijadoras de nitrógeno. El 

primer tipo, las bacterias de vida libre o también conocidas como no simbióticas, 

incluye las cianobacterias como Anabaena y Nostoc y géneros como Azotobacter, 

Beijerinckia y Clostridium. El segundo tipo comprende las bacterias mutualistas 

(simbióticas); los ejemplos incluyen Rhizobium, asociado con plantas leguminosas 

(Dicenzo et al., 2020). 

La reducción del nitrógeno atmosférico es un complejo proceso que requiere una gran 

cantidad de energía. La molécula de nitrógeno se compone de dos átomos de nitrógeno 

unidos por un triple enlace covalente, esto hace que la molécula no sea reactiva. La 

nitrógenasa cataliza la ruptura de este enlace y la adición de tres átomos de hidrógeno 

a cada átomo de nitrógeno (Devi et al., 2022). 

Los microorganismos que fijan nitrógeno necesitan 16 moles de adenosin trifosfato 

(ATP) para reducir un mol de nitrógeno. Estos organismos obtienen esta energía 

oxidando moléculas orgánicas (Abadi et al., 2021).  Los microorganismos de vida 

libre no fotosintéticos deben obtener estas moléculas de otros organismos, mientras 

que los microorganismos fotosintéticos, como las cianobacterias, utilizan azúcares 

producidos por la fotosíntesis. Los microorganismos fijadores de nitrógeno asociativos 

y simbióticos obtienen estos compuestos de las rizosferas de sus plantas hospedantes 

(Vasar et al., 2023); (Nuñez et al., 2017).   
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CAPÍTULO III 

MARCO METODOLÓGICO 

3.1. Ubicación 

El ensayo se realizó en el laboratorio de Bioinsumos de la Facultad de Ciencias 

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el sector de 

Querochaca, perteneciente al cantón Cevallos, provincia de Tungurahua. Sus 

coordenadas geográficas son 1º22’10.13” S y 78º36’22.81” O, con una altitud de 2890 

msnm (Google Earth, 2022). 

El clima del sector de Querochaca es frío ya que normalmente se encuentra en una 

temperatura 15°C, con lluvias frecuentes, sin embargo, para este ensayo se realizará 

en el laboratorio de microbiología agrícola (Tenesaca, 2015). 

3.2. Equipos y materiales 

3.2.1. Equipos 

• Computadora. 

• Equipo de protección. 

• Autoclave (M11 ultra clave). 

• pHmetro (AB150). 

• Balanza analítica (EUROTECH –JF2204). 

• Cabina de flujo laminar (INDELAB. Modelo IDL R48V Labolan). 

• Destilador de Agua (DIRECT – Q / MILLOPONE). 

• Cámaras de crecimiento (MEMMERT). 

• Vortex. 

• Microscopio óptico de luz translucida (LEICA DM1000 LED). 

• Microondas (PANASONYC). 

• Micropipetas (Volumen 1-5ml MICROLIT RBO-5). 

• Balanza de precisión electrónica semianalitica (ADAM). 

• Incubadora (BINDER). 

• Espectrofotómetro (EPOCH 2NS). 

• Nanodrop. 

• Termociclador. 
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3.2.2. Materiales  

• Agar (en polvo para cultivo de tejidos vegetales - Agar Powder for tissue 

culture SRL). 

• Agua desionizada estéril. 

• Alcohol (90% y 70%). 

• Asa de inoculación de acero inoxidable. 

• Bata quirúrgica. 

• Bisturí (STAINLESS Nº4). 

• Bolsas PROTEK (2 kg de capacidad). 

• Cajas de Petri (90 mm de diámetro). 

• Cucharillas medidoras metálicas. 

• Cooler. 

• Estantes metálicos y de vidrio. 

• Etiquetas adhesivas. 

• Fundas plásticas. 

• Gorros quirúrgicos. 

• Hojas de bisturí Nº 23. 

• Jabón líquido (Recamier). 

• Mascarillas. 

• Matraz Erlenmeyer (1000 ml, 500 ml, 250 ml, 100 ml). 

• Mechero Bunsen. 

• Mecheros de alcohol. 

• Medio de cultivo Jensen – Agar (HIMEDIA) 

• Medio de cultivo MS (PhytoTech). 

• Muestras de suelo de cultivo de papa de distintas zonas de la provincia de 

Tungurahua. 

• Papel aluminio (DIAMOND). 

• Papel de filtro (Whatman ®) 

• Pinzas metálicas (MEDITEC 20 cm). 

• Placas metálicas. 

• Probetas (1000 ml y 50 ml). 
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• Reactivos para Tinción de Gram (Lugol, alcohol-acetona, safranina, aceite 

de inmersión, cristal violeta). 

• Rociador plástico (250 ml, 1000 ml). 

• Sacarosa (Azúcar blanca Valdez). 

• Tubérculos de papa de la variedad Superchola. 

• Tubos de ensayo (Longitud 180 mm). 

• Varilla de agitación. 

• Vaso de precipitado (100 ml, 500 ml y 50 ml). 

• Zapatones. 

• Medio de cultivo (Brain Heart Infusion broth). 

• Medios de cultivo (Nutrient agar).  

• Caja con tapa ISO 4 (Thermopack). 

• Arena. 

• Substraaat perlite.  

• Vitroplantas variedad superchola. 

• Vasos plásticos transparentes. 

3.3. Tipo de investigación 

La investigación es de tipo experimental, las variables independientes influyen en el 

comportamiento de las variables dependientes; a través de la manipulación de las 

variables independientes se establece el impacto negativo o positivo de la variable 

dependiente.  

3.4. Prueba de Hipótesis  

H0: Mediante el aislamiento, caracterización e identificación de bacterias rizosféricas 

del cultivo de papa, se obtendrán aislados que tengan capacidad de fijar nitrógeno 

atmosférico in vitro y que promuevan el crecimiento de vitroplantas de papa Solanum 

tuberosum L. var. Superchola. 

H1: Mediante el aislamiento, caracterización e identificación de bacterias rizosféricas 

del cultivo de papa, no se obtendrán aislados que tengan capacidad de fijar nitrógeno 

atmosférico in vitro y que promuevan el crecimiento de vitroplantas de papa Solanum 

tuberosum L. var. Superchola. 



23 
 

3.5. Metodología  

3.5.1. Aislar bacterias rizosféricas de plantas de S. tuberosum con la capacidad 

de fijar nitrógeno atmosférico. 

3.5.1.1. Implementación del experimento para la obtención de muestras para el 

aislamiento de bacterias fijadoras de N atmosférico. 

Para el muestreo de suelo de zonas productoras de papa de la provincia de Tungurahua 

se recolectaron muestras de la rizósfera a 20 cm de profundidad, el muestreo se realizó 

en zigzag. Luego se colocaron las muestras del suelo en recipientes plásticos de 6 litros 

y se plantaron los tubérculos de S. tuberosum (5 repeticiones por tratamiento), 

adicionalmente se tuvo un testigo sin suelo (Figura 1). 

 

 

 

   

 

 

 

  

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 1. Diagrama de actividades para el muestreo de suelo de la rizósfera de S. 

tuberosum var. Superchola. 

Plantación de tubérculos de S. 

tuberosum var. Superchola en 

recipientes de polietileno 

tereftalato. 

 

 

 

Tratamiento control sin suelo. 

 

 

 

 

 

Recolección de muestras de 

suelo rizosférico con el método 

en zigzag a 20 cm de 

profundidad. 

 

 

 

Colocación de las muestras de 

suelo en recipientes plásticos 

de 6 litros.  
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En la Tabla 2 se detallan las zonas muestreadas para el aislamiento de bacterias 

fijadoras de nitrógeno atmosférico. 

Tabla 2. Puntos de muestreo de suelo de la provincia de Tungurahua para el 

aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno. 

Cantón Zona Altitud UTM 

Cantón Quero 
Caserío El 

Placer 
3240 m s.n.m 

768445.394E 

9842469.747N 

Cantón Mocha 
Caserío San 

Martín 
3080 m s.n.m 

763496.438E 

9844945.116N 

Cantón Ambato 
Sector El 

Salado 
3600 m s.n.m. 

742100.098E 

9858150.686N 

Cantón Píllaro 
Barrio Santa 

Rita 
3760 m s.n.m. 

778047.874E 

9875903.239N 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

3.5.1.2. Preparación y plaqueado del medio de cultivo selectivo Jensen. 

1. Colocar 1000 ml de agua destilada en un vaso de precipitación. 

2. Pesar 39,1 g del medio de cultivo Jensen (medio selectivo libre de N).  

3. Colocar durante 30 minutos en la plancha de calentamiento a 300 revoluciones 

por minuto (rpm) elevando de manera gradual la temperatura hasta llegar al punto 

de ebullición.  

4. Colocar el medio en un frasco de vidrio BOECO tapa azul y esterilizar en 

autoclave. 

5. Enfriar y mantener a temperatura de 40 º C. 

3.5.1.3. Aislamiento de bacterias fijadoras de Nitrógeno. 

Se prepararon 45 cajas de Petri, para cada tratamiento se repitió 3 veces y se realizaron 

disoluciones seriadas de 10-2 a 10-6, siguiendo el procedimiento: 

1. Se recolectaron aproximadamente 1 kg de muestras de la rizosfera de S. tuberosum 

var. Superchola a una profundidad de 15 cm con una espátula de acero inoxidable. 

Las muestras se colocaron en bolsas selladas herméticamente, etiquetadas y se 

transportaron al laboratorio en condiciones estériles. El muestreo se realizó 

durante la época de floración y fueron analizadas por triplicado. 
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2. En el laboratorio, se utilizó un matraz Erlenmeyer de 250 ml, donde se añadieron 

10 g de suelo de la rizósfera y 90 ml de agua peptonada tamponada estéril. Se 

homogeneizó en un agitador magnético a 300 rpm por 30 min. 

3. Se realizó una dilución decimal seriada del suelo, con factores de dilución de         

10-2 a 10-6. Se tomó 1 ml de la suspensión de muestra y se pipeteó en un tubo de 

ensayo con 9 ml de agua destilada, repitiendo el proceso hasta llegar a una dilución 

de 10-6. 

4. Se tomaron 100 μl de cada factor de dilución y se inoculó en medio Jensen de 20 

ml en placas de Petri, utilizando el método de vertido en placa. Las placas se 

incubaron por 72 h a 30 °C, posteriormente se procedió al conteo de UFC.g-1 de 

suelo. 

5. Las colonias cultivadas fueron recogidas y purificadas mediante la técnica de 

siembra por agotamiento en placas que contenían medio Jensen, realizándose 

durante 8 días a una temperatura de 30 °C con las placas dispuestas en posición 

invertida. Tras el crecimiento y la purificación de las cepas, se llevaron a cabo la 

identificación de las características culturales y morfológicas de las colonias de 

cada aislado después del periodo de incubación de 8 días. 

  

 

Toma de muestras de 

suelo a 15 cm de 

profundidad de la 

rizósfera.  

 

Pesar en una balanza 

analítica 10 g de suelo.  

 

Preparar la solución 

madre agregando en un 

matraz Erlenmeyer 10 g 

de suelo rizosférico y 90 

ml agua peptonada. 

Colocar el matraz en el 

agitador magnético a 300 

rpm por 30 min. 

 

Rotular los tubos de 

ensayo. 

 

Realizar disoluciones 

seriadas con 9 ml de 

agua destilada y 1 ml de 

solución madre. 
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Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 2. Diagrama de actividades realizado para el aislamiento de bacterias fijadoras 

de N de la rizósfera de S. tuberosum var. Superchola.   

3.5.1.4. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). 

Al cabo de 72 horas se realizó el conteo de las Unidades Formadoras de Colonias 

(UFC) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 3. Diagrama de la cuantificación de UFC.g-1 de suelo. 

Con una micropipeta 

tomar 100 μL de 

disolución y colocar en 

una caja de Petri vacía. 

Colocar los tubos de 

ensayo en el Vortex para 

homogeneizar las 

muestras. 

Expandir la alícuota por 

toda la placa utilizando 

un asa de Drigalsky 

estéril. 

Dispensar el medio de 

cultivo Jensen fundido 

en las placas de Petri. 

Sembrar en las cajas de 

Petri e incubar por 72 h a 

30ºC. 
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1.5.2. Caracterizar las colonias y la morfología de los aislados bacterianos 

rizosféricos.   

1.5.2.1. Caracterización cultural de los aislados bacterianos con capacidad de 

fijar nitrógeno. 

La caracterización cultural de las colonias de los aislados bacterianos se realizó en base 

a lo establecido por Breakwell et al. (2007), tomando en cuenta el margen, superficie, 

forma, textura, brillo, consistencia y color (Tabla 3). 

Tabla 3. Características culturales de las colonias de aislados bacterianos. 
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Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

1.5.2.2. Identificación morfológica de las bacterias mediante tinción de Gram. 

La determinación de la identificación morfológica y agrupación de los aislados 

bacterianos se llevó a cabo mediante una técnica común en bacteriología, conocida 

como tinción de Gram, en esta técnica, la reacción de Gram de las bacterias se 

determina mediante la aplicación de distintos colorantes, una solución mordiente y un 

disolvente diferenciador, y este proceso está influenciado por la composición química 

de las paredes celulares de las bacterias. Es importante que las bacterias utilizadas para 

la tinción de Gram provengan de cultivos jóvenes, donde las células se encuentren en 

fase de crecimiento exponencial, que generalmente corresponde a un período de 

incubación de 12 a 24 horas. Para ello se siguió el procedimiento expuesto por Sáenz 

(1997), el cual se describe en la Figura 4. 
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Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 4. Diagrama de actividades realizadas para la identificación de la morfología y 

agrupación bacteriana con Tinción de Gram. 

 

 

 

Rotular los portaobjetos. 

Colocar una gota de agua 

destilada sobre el 

portaobjeto.  

 

Tomar colonias de un 

cultivo puro con un asa 

esterilizada. 

 

Esparcir por la placa 

realizando movimientos 

en zigzag. 

 

Colocar una gota de 

alcohol acetona por 20 

seg y enjuagar con agua 

destilada. 

Colocar una gota de 

Lugol por 60 seg y 

enjuagar con agua 

destilada. 

Colocar safranina 

durante 60 seg, enjuagar 

con agua destilada y 

dejar secar. 

Observar en el 

microscopio. 

Con la llama del 

mechero de Alcohol 

secar la muestra. 

Colocar una gota de 

cristal violeta durante 60 

segundos y enjuagar con 

agua destilada. 
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Tabla 4. Agrupación de aislados bacterianos. 

COCOS  

 

Coco          Diplococo                       Estreptococo 

 

 

 

 

  Tétrada             Sarcina                     Estafilococo 

BACILOS   

 

Cocobacilo             Bacilo               Diplobacilo 

 

 

 

            Empalizada                       Estreptobacilo 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

1.5.3. Determinar la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico in vitro de los 

aislados bacterianos rizosféricos.   

1.5.3.1. Evaluación del potencial de fijación de N atmosférico. 

La capacidad de fijación de nitrógeno de las cepas aisladas de la rizosfera de S. 

tuberosum var. Superchola se evaluó utilizando un medio selectivo sin nitrógeno, 

modificado con un indicador de pH (composición: sacarosa 20,0 g/L, K2HPO4 1,0 g/L, 

MgSO4 0,5g/L, NaCl 0,5g/L, Fe2SO4 0,1g/L, Na2MoO4.2H2O 0,005 g/L, CaCO3 2,0 

g/L, agar 15,0 g/L), al que se le añadió 5 ml/L de azul de Bromotimol como indicador 

de color. 

1. Como prueba preliminar, cada aislado se sembró por agotamiento en estría en la 

superficie del medio y se incubó durante 8 días a 30 °C. Se seleccionaron los 

morfotipos capaces de crecer en el medio, indicando la presencia de bacterias con 

capacidad para reducir el nitrógeno atmosférico. 
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2. El cambio de color en el medio, de azul verdoso a azul oscuro, indicó la capacidad 

de las bacterias para fijar nitrógeno, mientras que el amarillo indicó resultado 

negativo. Los cambios de color se debieron a la producción de amonio durante la 

fijación de nitrógeno, observándose mediante el indicador azul de Bromotimol. 

3. Las cepas purificadas se inocularon en el medio modificado con azul de 

bromotimol, y el crecimiento de un halo azul en el medio indicó el potencial de 

fijación de nitrógeno, según Habib et al. (2016). La medición del diámetro del 

halo se realizó con un calibrador Vernier. 

 

 

 

 

 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 5. Prueba preliminar para seleccionar bacterias capaces de fijar nitrógeno 

atmosférico in vitro. 

1.5.4. Identificar molecularmente los aislados bacterianos rizosféricos mediante 

la amplificación de los genes 16S rRNA con PCR y secuenciación.  

1.5.4.1.   Activación de cepas bacterianas. 

Para la activación de los aislados bacterianos con mayor capacidad de fijación de 

nitrógeno, se preparó Agar Nutriente en cajas de Petri, en donde se colocó una gota de 

aislado bacteriano con un asa esterilizada y se procedió a sembrar en estrías, la 

incubación se realizó por 24 horas a 28 ºC (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

(+) Coloración azul: positivo para fijación 

de nitrógeno  

(-) Coloracion amarilla: negativo para 

fijación de nitrógeno  

Medio color verde sin inoculación 
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Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 6. Diagrama de actividades realizadas para la activación de cepas bacterianas 

en Agar nutriente. 

1.5.4.2.     Identificación molecular mediante amplificación de los genes 16S 

rRNA con PCR y amplificación.  

• Se realizó la extracción de ADN por métodos convencionales, utilizando 

aproximadamente 100 mg de muestra. 

• Se evaluó la integridad y calidad del ADN mediante espectrofotometría de 

microvolúmenes y visualización en gel de agarosa. 

• Se diluyó el ADN hasta una concentración de aproximadamente 20 ng/uL para 

su amplificación mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

utilizando los primers 16S: 27F/1492R para bacterias. 

• Los productos de PCR fueron purificados previo a la secuenciación por el 

método SANGER 

Preparación del medio de 

cultivo (2,8 g de Agar nutriente 

en 100 ml de agua destilada). 

 

 

 

Plaqueo del medio de cultivo 

en cajas de Petri. 

 

 

 

 

Identificación de las cepas e 

incubación a 28 ºC por 24 horas. 

 

 

 

 

Tomar una gota de 

criopreservado bacteriano y 

con un asa esterilizada realizar 

estrías en los cuatro cuadrantes 

en el medio de cultivo.  
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• Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando el programa 

bioinformático Geneious. 

• Se compararon las secuencias ensambladas de las muestras con la base de datos 

de nucleótidos de GenBank del NCBI para su identificación taxonómica. 

 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 7. Diagrama de actividades realizadas para la identificación molecular 

mediante amplificación de los genes 16S rRNA con PCR y amplificación. 

 

 

 

 

 

 

 

a) Extracción de ADN 

b) PCR c) Incubación de ADN 

con la ARNasa 
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1.5.5. Evaluar el efecto de los aislados bacterianos rizosféricos con capacidad de 

fijar nitrógeno atmosférico sobre el crecimiento de vitroplantas de papa 

en invernadero. 

1.5.5.1. Plantas in vitro de papa en invernadero. 

Para realizar la plantación de vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola, se inició 

esterilizando el sustrato el cual estaba conformado por 60% arena y 40% perlita, se 

colocó en vasos plásticos de 8 onzas y se humedeció con agua destiladas estéril. Las 

vitroplantas seleccionadas tenían 2 meses de edad y 10 cm de altura, contenían hojas 

y yemas activas, fueron extraídas del medio de cultivo y se realizaron cortes de 

segmentos nodales de 1 cm y se plantaron en el sustrato, acorde a lo detallado en la 

Figura 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 8. Diagrama de actividades realizadas para la plantación de vitroplantas de S. 

tuberosum en invernadero. 

Llenado en vasos de 

plástico (13 tratamientos 

con 5 repeticiones (12 

cepas de bacterias + 1 

Control a base de agua)). 

destilada). 

Extracción de las 

vitroplantas del  medio 

de cultivo MS.  

 

Realización de cortes 

con bisturí para extraer 

segmentos nodales de 1 

cm. 

 

Siembra en sustrato. 

Esterilización del 

sustrato (arena más 

perlita en una relación 

60% - 40%.). 
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1.5.5.2.   Activación de cepas bacterianas. 

Con el propósito de activar las cepas bacterianas, se elaboró un medio de cultivo BHI 

(Caldo de Infusión Cerebro Corazón), el cual fue esterilizado mediante autoclave y 

luego distribuido en tubos de ensayo (10 ml). En una cámara de flujo laminar, 

utilizando un asa esterilizada, se tomó una gota del aislado bacteriano criopreservado 

y se inoculó en el medio presente en los tubos de ensayo. Posteriormente, se incubó a 

28 ºC durante un periodo de 48 horas (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 9. Diagrama de actividades realizadas para la activación de cepas bacterianas 

en medio de cultivo BHI. 

1.5.5.3.      Medición en espectrofotómetro e inoculación de cepas bacterianas en 

vitroplantas de papa. 

a) A partir de las cepas bacterianas reconstituidas en medio BHI, e incubadas por 

48 horas a una temperatura de 28°C, tomar 100 microlitros de los diferentes 

tubos de ensayo. 

Preparación del medio de 

cultivo (4,44 g de BHI en 120 

ml de agua destilada). 

 

 

 

Dispensar en tubos de ensayo 

(10 ml por tubo) 

 

 

 

 

Identificación de las cepas e 

incubación a 28 ºC por 48 horas. 

 

 

 

 

Tomar una gota de 

criopreservado bacteriano con 

un asa esterilizada y colocar en 

el medio de cultivo y sellar.  
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b) Colocar en una cubeta plástica para espectrofotómetro y llevar a una absorbancia 

de 0.2 a 600 nm. 

c) A partir de estas suspensiones tomar 10 ml. 

d) Sumergir la raíz de las vitroplantas en cada tratamiento por 30 minutos y 

plantarlas en los vasos con sustrato. 

                 

                 

 
Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 10. Diagrama de actividades realizado para la medición de la densidad 

bacteriana de cada cepa utilizando en espectrofotómetro (Biotek) e inoculación de 

cepas bacterianas en vitroplantas de papa. 

a) 

b) 

c) d) 
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3.6. Población o muestra: 

Se realizaron 4 tratamientos con relación a las muestras de suelo tomadas en los 

cantones de la provincia de Tungurahua: Quero (caserío El Placer), Mocha (Caserío 

San Martín), Ambato (sector El Salado) y Píllaro (barrio Santa Rita) con 5 repeticiones 

(1 tubérculo de papa sembrado por repetición) = 20 plantas de papas más un testigo 

sin presencia de Suelo.  

De cada tratamiento se tomó el 10% para realizar la evaluación de las variables 

respuesta. 

3.6.1. Tratamientos  

3.6.1.1. Objetivo Nº 1: Aislar bacterias rizosféricas de plantas de S. tuberosum con 

la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico 

Factor Nº 1: Influencia de muestras de suelos de diferentes localidades de la provincia 

de Tungurahua en el aislamiento de bacterias rizosféricas con la capacidad de fijar 

nitrógeno atmosférico de plantas de S. tuberosum. 

• T1: Muestra de suelo del cantón Quero (caserío El Placer).  

• T2: Muestra de suelo del cantón Mocha (caserío San Martín). 

• T3: Muestra de suelo del cantón Ambato (sector El Salado). 

• T4: Muestra de suelo del cantón Píllaro (barrio Santa Rita). 

• C: Control (Sin suelo). 

3.6.1.2. Objetivo Nº 2: Caracterizar las colonias y la morfología de los aislados 

bacterianos rizosféricos.   

Factor Nº 1: Influencia de muestras de suelo de diferentes localidades de la provincia 

de Tungurahua en las características culturales de aislados bacterianos con capacidad 

de fijar nitrógeno atmosférico. 

• T1: Aislados bacterianos del cantón Quero (caserío El Placer) 

• T2: Aislados bacterianos del cantón Mocha (caserío San Martín). 

• T3: Aislados bacterianos del cantón Ambato (sector El Salado). 

• T4: Aislados bacterianos del cantón Píllaro (barrio Santa Rita). 

• C: Aislados bacterianos del control (Sin suelo) (Tabla 5). 
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Factor Nº 2: Influencia de muestras de suelo de diferentes localidades de la provincia 

de Tungurahua en las características morfológicas de aislados bacterianos con 

capacidad de fijar nitrógeno atmosférico 

• T1: Aislados bacterianos del cantón Quero (caserío El Placer) 

• T2: Aislados bacterianos del cantón Mocha (caserío San Martín). 

• T3: Aislados bacterianos del cantón Ambato (sector El Salado). 

• T4: Aislados bacterianos del cantón Píllaro (barrio Santa Rita). 

• C: Aislados bacterianos del control (Sin suelo) (Tabla 5). 

Tabla 5. Aislados bacterianos de cuatro localidades de la provincia de Tungurahua. 

AISLADOS BACTERIANOS DE CUATRO LOCALIDADES DE LA 

PROVINCIA DE TUNGURAHUA 

Cantón Quero 

(caserío El 

Placer). 

 

CC-FCAGP-BFN1, CC-FCAGP-BFN2, CC-FCAGP-BFN3, 

CC-FCAGP-BFN4, CC-FCAGP-BFN5 

Cantón Mocha 

(caserío San 

Martín). 

CC-FCAGP-BFN6, CC-FCAGP-BFN7, CC-FCAGP-BFN8, 

CC-FCAGP-BFN9, CC-FCAGP-BFN10, CC-FCAGP-BFN11 

 

Cantón Ambato 

(sector El 

Salado). 

CC-FCAGP-BFN12, CC-FCAGP-BFN13, CC-FCAGP-BFN14, 

CC-FCAGP-BFN15, CC-FCAGP-BFN16, CC-FCAGP-BFN17, 

CC-FCAGP-BFN18, CC-FCAGP-BFN19, CC-FCAGP-BFN20, 

CC-FCAGP-BFN21, CC-FCAGP-BFN22. 

 

Cantón Píllaro 

(barrio Santa 

Rita). 

CC-FCAGP-BFN23, CC-FCAGP-BFN24, CC-FCAGP-BFN25, 

CC-FCAGP-BFN26, CC-FCAGP-BFN27, CC-FCAGP-BFN28, 

CC-FCAGP-BFN29, CC-FCAGP-BFN30, CC-FCAGP-BFN31, 

CC-FCAGP-BFN32, CC-FCAGP-BFN33, CC-FCAGP-BFN34, 

CC-FCAGP-BFN35. 

Control (Sin 

suelo). 
CC-FCAGP-BFN36, CC-FCAGP-BFN37, CC-FCAGP-BFN38. 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

3.6.1.3. Objetivo Nº 3: Determinar la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico in 

vitro de los aislados bacterianos rizosféricos.  

Factor Nº 1: Influencia de muestras de suelo de diferentes localidades de la provincia 

de Tungurahua en el tamaño de los halos de solubilización e índice de fijación de 

nitrógeno atmosférico de aislados bacterianos con capacidad de fijar nitrógeno 

atmosférico. 

• T1: Aislados bacterianos del cantón Quero (caserío El Placer). 

• T2: Aislados bacterianos del cantón Mocha (caserío San Martín). 
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• T3: Aislados bacterianos del cantón Ambato (sector El Salado). 

• T4: Aislados bacterianos del cantón Píllaro (barrio Santa Rita). 

• C: Aislados bacterianos del control (Sin suelo) (Tabla 5). 

3.6.1.4. Objetivo Nº 4: Identificar molecularmente los aislados bacterianos 

rizosféricos mediante la amplificación de los genes 16S rRNA con PCR y 

secuenciación. 

Factor Nº 1: Identificación molecular de los aislados bacterianos con mayor capacidad 

de fijación de nitrógeno atmosférico mediante amplificación 16S rRNA. 

Tabla 6. Aislados bacterianos con mayor capacidad de fijación de nitrógeno 

atmosférico. 

AISLADOS BACTERIANOS CON MAYOR 

CAPACIDAD DE FIJACIÓN DE NITRÓGENO 

ATMOSFÉRICO 

CC-FCAGP-BFN1 

CC-FCAGP-BFN16 

CC-FCAGP-BFN14 

CC-FCAGP-BFN24 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

3.6.1.5. Objetivo Nº 5: Evaluar el efecto de los aislados bacterianos rizosféricos con 

capacidad de fijar nitrógeno atmosférico sobre el crecimiento de 

vitroplantas de papa en invernadero. 

Factor Nº 1: Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad 

de fijación de N2 en sustrato de arena más perlita sobre el área foliar de vitroplantas de 

S. tuberosum var. Superchola establecidas en invernadero (Tabla 7). 

Factor Nº 2: Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad 

de fijación de N2 en sustrato de arena más perlita sobre la masa fresca de vitroplantas 

de S. tuberosum var. Superchola en invernadero (Tabla 7). 

Factor Nº 3: Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad 

de fijación de N2 en sustrato de arena más perlita sobre la masa seca de vitroplantas de 

S. tuberosum var. Superchola en invernadero (Tabla 7). 

Factor Nº 4: Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad 

de fijación de N2 en sustrato de arena más perlita sobre el índice de área foliar de 

vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola en invernadero (Tabla 7). 
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Tabla 7. Cepas bacterianas inoculadas en vitroplantas de papa var. Superchola. 

CEPAS BACTERIANAS INOCULADAS EN 

VITROPLANTAS DE papa var. Superchola. 

 CC-FCAGP-BFN15 

 CC-FCAGP-BFN33 

 CC-FCAGP-BFN35 

 CC-FCAGP-BFN3 

 CC-FCAGP-BFN22 

 CC-FCAGP-BFN29 

 CC-FCAGP-BFN20 

 CC-FCAGP-BFN9 

 CC-FCAGP-BFN24 

 CC-FCAGP-BFN16 

CC-FCAGP-BFN14 

CC-FCAGP-BFN1 

Control 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

3.7. Recolección de información: 

Los datos obtenidos de las evaluaciones de cada experimento fueron registrados en un 

cuaderno de apuntes y en hojas de cálculo de Excel. 

3.8. Procesamiento de la información y análisis estadístico: 

Los datos registrados fueron analizados mediante el paquete estadístico SPSS versión 

26.0. Por lo tanto, se analizaron los criterios de distribución normal mediante la prueba 

de Shapiro-Wilk y para determinar la homogeneidad de varianza se utilizó la prueba 

de Levene. Para aquellas variables cuyos datos cumplieron con ambos requerimientos 

se realizó un ANOVA de clasificación simple. Para separar las medias se utilizó la 

prueba de Scheffe. Para las variables cuyos datos no cumplieron con los 

requerimientos de normalidad y homogeneidad de varianza, se utilizó la prueba de 

Kruskal Wallis completada con la prueba de U Mann Whitney. Para un nivel de 

significación de un 95 %. 

3.9. Variables respuesta o resultados alcanzados 

Aislamiento de bacterias fijadoras de nitrógeno atmosférico. 

• Cantidad de Unidades Formadoras de Colonia por gramo de suelo (UFC.g-1 de 

suelo). 
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Características culturales de las colonias de los aislados bacterianos con 

capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico. 

• Elevación, forma, bordes, brillo, color y textura de las colonias. 

Características morfológicas de los aislados bacterianos con capacidad de fijación 

de nitrógeno atmosférico. 

• Morfología, agrupación y Reacción de Gram. 

Capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico de rizobacterias.  

• Tamaño zona de coloración y de colonia. 

Géneros y especies de las bacterias con mayor capacidad de fijación de nitrógeno 

atmosférico. 

• Especies de los 4 aislados bacterianos. 

Características morfofisiológicas de vitroplantas de papa. 

• Área foliar (dm2). 

• Masa fresca (g). 

• Masa seca (g). 

• Índice de área foliar.  
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Aislamiento de bacterias rizosféricas de plantas de S. tuberosum con la 

capacidad de fijar nitrógeno atmosférico.  

4.1.1. Influencia de muestras de suelo de cuatro localidades de la provincia de 

Tungurahua sobre la cantidad de UFC. g−1 de suelo de la rizósfera de S. 

tuberosum. 

A las 72 horas de incubación de los tratamientos en medio Jensen libre de nitrógeno, 

se observó que la muestra del barrio Santa Rita del Cantón Píllaro fue la que obtuvo la 

mayor cantidad de Unidades Formadoras de Colonias por gramo de suelo (9,08 x 109 

UFC. g−1 de suelo) a comparación con las muestras de las otras localidades (Tabla 8).  

Tabla 8. Comparación de la cantidad de UFC por gramo de suelo de la rizósfera de S. 

tuberosum de diferentes localidades de la provincia de Tungurahua en medio Jensen 

libre de nitrógeno. 

TRATAMIENTOS UFC. g−1 Rango 

Cantón Píllaro (barrio Santa Rita)      9,08 x 109 A
 

Cantón Quero (caserío El Placer)      5,46 x 106 B
 

Cantón Ambato (sector El Salado)      4,92 x 106 B 

Cantón Mocha (caserío San Martín)      1,99 x 106 B 

Control (Sin suelo).      9,52 x 10
5

 B 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Tratamientos con letras no comunes en una misma columna, difieren estadísticamente 

según la prueba de Scheffe para p>0.05. 

Los microorganismos del suelo son abundantes y son responsables de impulsar el ciclo 

de nutrientes y materia orgánica, la fertilidad y restauración del suelo, la salud de las 

plantas y la producción primaria del ecosistema (Marciano et al., 2017). Según 

Widdig et al. (2019), existen varios factores tanto físicos, químicos o mecánicos que 

determinan el contenido de UFC/g entre ellos están el contenido de materia orgánica, 

el tipo de labranza, si existe o no rotación de cultivos, el pH, la temperatura, el 

contenido de sal, disponibilidad de carbono y los metales pesados, entre otros. 
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Paucar et al. (2016) tomaron muestras de suelos de los Andisoles del Departamento 

de Antioquia, Colombia y observaron que los suelos vírgenes contenían mayor 

cantidad de población bacteriana, 9 (UFC/g−1 de suelo) a comparación de los suelos 

con labranza de 10 y 20 años con 3 UFC/g−1 de suelo. 

En Manabí, Ecuador en los suelos de origen Aluvial y Vertic se encontró mayor 

población en los arrozales con 8.11 x 104 UFC/g−1 de suelo y una menor población en 

los sistemas agroforestales de café con 1,97 x 104 UFC/g−1 de suelo (Barrezueta et 

al., 2020). Mientras que Díaz (2017), encontró bacterias en los suelos de la sierra 

ecuatoriana (2,30 x 106 UFC/g−1 de suelo) y hongos con 2,71 x 104 UFC.g−1 de suelo. 

Sin embargo, en la presente investigación se obtuvieron 9,08 x 109 UFC.g−1 de suelo 

en una de las zonas más productoras de papa del Cantón Píllaro provincia de 

Tungurahua. 

4.2. Caracterización de las colonias y morfología de los aislados bacterianos 

rizosféricos obtenidos.   

4.2.1. Caracterización cultural de las colonias y morfología de los aislados 

bacterianos de diferentes localidades de la provincia de Tungurahua. 

A los 8 días de incubación de los aislados bacterianos se presentaron las siguientes 

características culturales en las colonias: 

En el caserío El Placer – Cantón Quero, por la superficie, el 20% fueron planas, 20% 

convexas, 20% elevadas, 20% umbiliformes y 20% umbilicadas; por su forma, el 60% 

fueron irregulares, 20% circulares y el 20% fusiformes; por su margen, el 40% fueron 

enteros, 20% lobulados y el 40% tuvo márgenes rizados; por su consistencia, el 40% 

fueron mucoides y el 60% suaves; por su textura, el 40% fueron rugosas y el 60% lisas; 

por su brillo, el 20% no presentaron brillo y el 80% fueron brillantes. 

En el caserío San Martín – Cantón Mocha, por la superficie, el 33% fueron planas, 

33% convexas, 17% umbilicadas y 17% elevadas; por su forma, el 17% fueron 

circulares, 33% irregulares y el 50% fusiformes; por su margen, el 33% fueron 

lobulados y el 67% márgenes enteros; por su consistencia, el 17% fueron mucoides y 

el 83% suaves; por su textura, el 100% fueron lisas; por su brillo, 100% presentaron 

brillo. 
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En el sector El Salado – Cantón Ambato, por la superficie, el 9% fueron umbilicadas, 

9% elevadas, 27% convexas y 64% planas; por su forma, el 9% fueron irregulares, 

36% fusiformes y el 55% circulares; por su margen, el 9% fueron lobulados y el 91% 

presentó márgenes enteros; por su consistencia, el 18% fueron duras y el 82% suaves; 

por su textura, el 100% fueron lisas; por su brillo, el 100% mostraron brillo. 

En el barrio Santa Rita – Cantón Píllaro, por la superficie, el 8% fueron umbilicadas, 

23% elevadas, 31% convexas y 38% planas; por su forma, el 46% fueron circulares y 

el 54% fusiformes; por su margen, el 100% presentó márgenes enteros; por su 

consistencia, el 8% fueron duras, el 8% duras y el 85% suaves; por su textura, el 23% 

fueron rugosas y el 77% fueron lisas; por su brillo, 8% no tuvieron brillo y el 92% 

fueron brillantes. 

En el tratamiento Control (sin suelo), por la superficie, el 33% fueron umbilicadas, 

33% planas y 33% convexas; por su forma, el 33% fueron fusiformes y el 67% 

circulares; por su margen, el 100% presentó márgenes enteros; por su consistencia, el 

100% fueron suaves; por su textura, el 100% fueron lisas; por su brillo, el 100% 

mostraron brillo. 

Acorde con la Tabla 9 y Figura 11. 

Tabla 9. Caracterización cultural de las colonias de los aislados bacterianos de 

diferentes localidades de la provincia de Tungurahua en medio Jensen libre de 

nitrógeno. 

AISLADOS BACTERIANOS 

CARACTERÍSTICAS CULTURALES 
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CC-FCAGP-BFN1 PL IRR LB SV LS Br #e6ee9c 

CC-FCAGP-BFN2 EL IRR RI SV RG Br #d4e157 

CC-FCAGP-BFN3 CN IRR RI MC LS Br #cddc39 

CC-FCAGP-BFN4 UMF CR EN MC RG Sb #c5e1a5 

CC-FCAGP-BFN5 UMC FS EN SV LS Br #f0f4c3 
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  CC-FCAGP-BFN6 CN FS EN MC LS Br #c5e1a5 

CC-FCAGP-BFN7 CN FS EN SV LS Br #f5f5f5 

CC-FCAGP-BFN8 EL IRR LB SV LS Br #f0f4c3 

CC-FCAGP-BFN9 UMC FS EN SV LS Br #f9fbe7 

CC-FCAGP-BFN10 PL IRR LB SV LS Br #f9fbe7 

CC-FCAGP-BFN11 PL CR EN SV LS Br #c5e1a5 
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CC-FCAGP-BFN12 CN FS EN DR LS Br #afb42b 

CC-FCAGP-BFN13 PL CR EN SV LS Br #d4e157 

CC-FCAGP-BFN14 PL CR EN SV LS Br #a5d6a7 

CC-FCAGP-BFN15 CN FS EN SV LS Br #fff8e1 

CC-FCAGP-BFN16 PL CR EN SV LS Br #f9fbe7 

CC-FCAGP-BFN17 PL FS EN SV LS Br #9ccc65 

CC-FCAGP-BFN18 PL CR EN SV LS Br #efebe9 

CC-FCAGP-BFN19 UMC CR EN SV LS Br #a5d6a7 

CC-FCAGP-BFN20 PL CR EN SV LS Br #fffeE1 

CC-FCAGP-BFN21 PL FS EN DR LS Br #fafafa 

CC-FCAGP-BFN22 EL IRR LB SV LS Br #bcaaa4 
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CC-FCAGP-BFN23 CN CR EN SV LS Br #f5f5f5 

CC-FCAGP-BFN24 PL FS EN SV RG Br #e8f5e9 

CC-FCAGP-BFN25 EL FS EN SV RG Br #fff8e1 

CC-FCAGP-BFN26 PL FS EN SV LS Br #fff9c4 

CC-FCAGP-BFN27 CN CR EN MC LS Br #f5f5f5 

CC-FCAGP-BFN28 PL CR EN SV LS Sb #dbc2a9 

CC-FCAGP-BFN29 EL CR EN SV LS Br #cddc39 

CC-FCAGP-BFN30 CN FS EN SV RG Br #dcedc8 

CC-FCAGP-BFN31 CN FS EN SV LS Br #dce775 

CC-FCAGP-BFN32 UMC CR EN SV LS Br #dbd069 

CC-FCAGP-BFN33 EL FS EN SV LS Br #e0e0e0 

CC-FCAGP-BFN34 PL CR EN SV LS Br #d4e157 

CC-FCAGP-BFN35 PL FS EN SV LS Br #917234 
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CC-FCAGP-BFN36 CN CR EN SV LS Br #f9fbe7 

CC-FCAGP-BFN37 PL CR EN SV LS Br #64dd17 

CC-FCAGP-BFN38 UMC FS EN SV LS Br #e6ee9c 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Descripción: Superficie: Plano (PL), Convexa (CN), Elevada (EL), Umbiliforme 

(UMF), Umbilicada (UMC). Forma: Circular (CR), Fusiforme (FS), Rizoide (RZ), 

Filamentosa (FL), Irregular (IRR). Margen: Entero (EN), Rizoide (RZ), Filamentoso 
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(FM), Ondulado (ON), Lobulado (LB), Rizado (RI). Consistencia: Suave (SV), Duro 

(DR), Mucoide (MC). Textura: Lisa (LS), Rugosa (RG). Brillo: con brillo (Br), sin 

brillo (Sb). 

Para la caracterización cultural de las colonias de los aislados bacterianos se 

consideraron: superficie, forma, margen, consistencia, textura, brillo y color como se  

observa en la Figura 11. 

 

Superficie: Plano 

Forma: Fusiforme  

Margen: Entero 

Consistencia: Suave 

Textura: Lisa 

Brillo: Brillante 

Color: #f0f4c3 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 11. Caracterización cultural de las colonias de los aislados bacterianos. 

 

Respecto a la morfología de los aislados bacterianos, se presentaron las siguientes 

características: 

En el caserío El Placer – Cantón Quero, respecto a la reacción de Gram, el 20% fueron 

bacterias Gram (+) y el 80% bacterias Gram (-); por la morfología, el 20% fueron 

cocos y el 80% bacilos; por su agrupación, el 20% fueron empalizadas, 20% 

cocobacilos y el 40% diplobacilos.   

En el caserío San Martín – Cantón Mocha, respecto a la reacción de Gram, el 100% 

fueron bacterias Gram (-); por la morfología, el 100% fueron bacilos; por su 

agrupación, el 17% sin agrupación, 33% empalizadas y el 50% diplobacilos.   

En el sector El Salado – Cantón Ambato, respecto a la reacción de Gram, el 18% fueron 

bacterias Gram (+) y el 82% bacterias Gram (-); por la morfología, el 100% fueron 

bacilos; por su agrupación, el 9% sin agrupación, 9% empalizadas, 27% diplobacilos 

y el 55% estreptobacilos.   

En el barrio Santa Rita – Cantón Píllaro, respecto a la reacción de Gram, el 23% fueron 

bacterias Gram (+) y el 77% bacterias Gram (-); por la morfología, el 8% fueron cocos 
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y el 92% bacilos; por su agrupación, el 8% fueron diplococos, 8% empalizadas, 15% 

sin agrupación, 31% estreptobacilos y el 38% diplobacilos.   

En el tratamiento Control (sin suelo), respecto a la reacción de Gram, el 100% fueron 

bacterias Gram (-); por la morfología, el 100% fueron bacilos; por su agrupación, el 

33% fueron estreptobacilos, 33% diplobacilos y el 33% empalizadas.   

Acorde con lo detallado en la Tabla 10 y Figura 12. 

Tabla 10. Caracterización cultural de las colonias de los aislados bacterianos de 

diferentes localidades de la provincia de Tungurahua en medio Jensen libre de 

nitrógeno. 

AISLADOS BACTERIANOS 

CARACTERÍSTICAS 

MORFOLÓGICAS 
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CC-FCAGP-BFN1 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN2 B CB (-) 

CC-FCAGP-BFN3 C SRC (+) 

CC-FCAGP-BFN4 B DB (-) 

 CC-FCAGP-BFN5 B EMP (-) 
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 CC-FCAGP-BFN6 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN7 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN8 B EMP (-) 

CC-FCAGP-BFN9 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN10 B b (-) 

CC-FCAGP-BFN11 B EMP (-) 
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CC-FCAGP-BFN12 B EMP (-) 

CC-FCAGP-BFN13 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN14 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN15 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN16 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN17 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN18 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN19 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN20 B b (-) 
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CC-FCAGP-BFN21 B ES (+) 

CC-FCAGP-BFN22 B DB (+) 
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CC-FCAGP-BFN23 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN24 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN25 B b (-) 

CC-FCAGP-BFN26 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN27 B DB (+) 

CC-FCAGP-BFN28 C c (+) 

CC-FCAGP-BFN29 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN30 B ES (+) 

CC-FCAGP-BFN31 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN32 B EMP (-) 

CC-FCAGP-BFN33 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN34 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN35 B b (-) 
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CC-FCAGP-BFN36 B DB (-) 

CC-FCAGP-BFN37 B ES (-) 

CC-FCAGP-BFN38 B EMP (-) 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Descripción: Morfología: Bacilos (B), Cocos (C). Agrupación: Cocobacilo (CB), 

Bacilo (b), Empalizada (EMP), Estreptobacilo (ES), Diplobacilo (DB), Coco (c), 

Diplococo (DC), Estreptococo (ESC), Sarcina (SRC), Tetrada (TTR). 

Para la caracterización morfológica de los aislados bacterianos se tomaron en cuenta: 

morfología, agrupación y reacción de Gram, como se observa en la Figura 12. 

 

   Morfología: Bacilos 

   Agrupación: Estreptobacilos  

   Reacción de Gram: Gram (-) 

 

 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 12. Caracterización morfológica de aislados bacterianos.  
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Muchas de las especies bacterianas tienen un alto potencial biotecnológico. Su 

biodiversidad se utiliza para muchos fines, especialmente en el sector agrícola, como 

el control biológico de plagas y vectores de enfermedades, promoción del crecimiento 

de las plantas y producción de sustancias químicas (Pérez et al., 2019). Debido a la 

multiplicidad funcional de estas bacterias, en los últimos años se ha incrementado el 

interés en el crecimiento y producción de especies bacterianas de este género, 

principalmente para aplicación directa en cultivos (Sánchez et al., 2018). 

Métodos de identificación considerados dependientes del cultivo, que incluyen los 

análisis morfológicos de las colonias, tinción de Gram y observaciones microscópicas, 

para verificar la producción de endosporas e inclusiones proteicas, así como el uso de 

pruebas bioquímicas y fisiológicas, se convirtieron en herramientas eficaces, que 

pueden ser realizadas de manera fácil y accesible por los agricultores, las cuales 

pueden ayudarlos a establecer un plan de control de calidad eficiente (Rocha et al., 

2023). 

4.3. Evaluación de la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico in vitro de los 

aislados bacterianos rizosféricos.   

Al evaluar el diámetro de halo azul de los aislados bacterianos de la rizosfera de S. 

tuberosum var. Superchola, el aislado perteneciente al caserío El Placer – Cantón 

Quero CC-FCAGP-BFN1 presentó el mayor valor para esta variable y no tuvo 

diferencia estadísticamente significativa con los aislados CC-FCAGP-BFN14, CC-

FCAGP-BFN16 del cantón Ambato (sector El Salado) y CC-FCAGP-BFN24 del 

cantón Píllaro (barrio Santa Rita), a comparación con el aislado CC-FCAGP-BFN15 

del cantón Ambato (sector El Salado) el cual tuvo la menor capacidad de fijación de 

nitrógeno atmosférico (Tabla 11 y Figura 13). 

Tabla 11. Capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico in vitro de diferentes 

aislados bacterianos de la rizosfera de S. tuberosum var. Superchola en el medio Jensen 

modificado. 

AISLADOS 

BACTERIANOS 

Zona de coloración 

(mm) 
Rango 

promedio 

CC-FCAGP-BFN1 10,1020     10,10 a 

CC-FCAGP-BFN16   9,1860 9,19 ab
 

CC-FCAGP-BFN14   9,4380 9,44 ab
 



50 
 

CC-FCAGP-BFN24   8,6220  8,62 abc
 

CC-FCAGP-BFN21   8,0980  8,10 bcd 

CC-FCAGP-BFN2   7,5680    7,57 bcde 

CC-FCAGP-BFN23   7,7040    7,70 bcde 

CC-FCAGP-BFN27   6,9200   6,92 cdef 

CC-FCAGP-BFN36   7,0240   7,02 cdef 

CC-FCAGP-BFN31   7,0620   7,06 cdef 

CC-FCAGP-BFN25   7,1120   7,11 cdef 

CC-FCAGP-BFN38 6,7580   6,76 cdefg 

CC-FCAGP-BFN28 6,7720   6,77 cdefg 

CC-FCAGP-BFN37 6,7160      6,72 defg 

CC-FCAGP-BFN30 6,3600    6,36 defgh 

CC-FCAGP-BFN9 5,8740   5,87 efghi 

CC-FCAGP-BFN5 5,8800   5,88 efghi 

CC-FCAGP-BFN6 5,9000      5,90 efghi 

CC-FCAGP-BFN20 5,8160   5,82 efghij 

CC-FCAGP-BFN22 5,4160   5,42 fghijk 

CC-FCAGP-BFN29 5,6080   5,61 fghijk 

CC-FCAGP-BFN34 4,8880   4,89 ghijkl 

CC-FCAGP-BFN18 4,9660   4,97 ghijkl 

CC-FCAGP-BFN19 4,7260    4,73 hijklm 

CC-FCAGP-BFN26 4,7380    4,74 hijklm 

CC-FCAGP-BFN7 4,4020  4,40 ijklm 

CC-FCAGP-BFN11 3,9600   3,96 jklmn 

CC-FCAGP-BFN4 3,9640   3,96 jklmn 

CC-FCAGP-BFN12 3,7880  3,79 klmn 

CC-FCAGP-BFN17 3,8500  3,85 klmn 

CC-FCAGP-BFN13 3,4720      3,47 lmn 

CC-FCAGP-BFN10 3,3380  3,34 lmnñ 

CC-FCAGP-BFN8 3,1400    3,14 lmnño 

CC-FCAGP-BFN32 2,9120   2,91 mnño 

CC-FCAGP-BFN35 2,3600      2,36 nño 

CC-FCAGP-BFN3 2,4680      2,47 nño 
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CC-FCAGP-BFN33 1,5080      1,51 ño 

CC-FCAGP-BFN15 1,4400      1,44 o 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Nota: Tratamientos con letras no comunes en una misma columna difieren 

estadísticamente según la prueba de Scheffe para p≤0.05. 

El tamaño de los halos de actividad fijadora de nitrógeno atmosférico y diámetro de 

colonia de cada aislado bacteriano se detalla en la Figura 13. 

 

Halos de actividad fijadora de N2 

 

 

 
       Diámetro de colonia 

 

 
Potencial de fijación de N2 = (zona de 

coloración-diámetro de colonia) 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 13. Halos de actividad fijadora de Nitrógeno y diámetro de colonia de los 

aislados bacterianos. 

Sulistiyani y Meliah (2017) identificaron bacterias que se desarrollaron en el medio 

Jensen, estas poseen capacidad de fijar el nitrógeno atmosférico y observaron el 

cambio de color del medio que fue modificado con el azul de bromotimol de verde a 

azul o a su vez la aparición de una coloración alrededor de las colonias, esto debido a 

la producción de amonio, y es la medida del potencial nitrofijador que poseen los 

aislados bacterianos. Por otro lado, Gothwal et al. (2008) detectaron aislados 

bacterianos de la rizosfera del suelo con potencial de fijación de nitrógeno usaron el 

medio de cultivo de malato libre de nitrógeno con azul de bromotimol, pudieron 

observar el halo de color azul que evidencia el potencial nitrofijador de las bacterias.  

4.4. Identificación molecular de los aislados bacterianos rizosféricos mediante 

la amplificación de los genes 16S rRNA con PCR y secuenciación.  

Se obtuvo ADN de alta calidad para el proceso de amplificación, visualizándose 

bandas de aproximadamente 1500 pb correspondientes al marcador 16S. A partir de 

8,17 8,37 7,37 7,82 7,59 

3,72 3,79 3,46 3,61 3,53 
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las lecturas resultantes de la secuenciación SANGER se obtuvo las secuencias 

ensambladas que permitieron determinar la identidad de los aislados. El aislado CC-

FCAGP-BFN1 pertenece a: Pseudomonas sp., el aislado CC-FCAGP-BFN16 a 

Pseudomonas sp., el aislado CC-FCAGP-BFN14 a Pseudomonas sp. y el aislado 

bacteriano CC-FCAGP-BFN24 a Paraburkholderia dipogonis (Tabla 12). 

Tabla 12. Identificación molecular de aislados bacterianos rizosféricos con capacidad 

de fijar nitrógeno atmosférico mediante la amplificación de los genes 16S rRNA con 

PCR y secuenciación 

Muestra Longitud Calidad Organismo Fragmento 
% 

identidad 
Nº Accesión 

CC-FCAGP-BFN1 1150 96.50 Pseudomonas sp. 16S 99.91 - 

CC-FCAGP-BFN16 1228 99.80 Pseudomonas sp. 16S 99.92 - 

CC-FCAGP-BFN14 1217 99.80 Pseudomonas sp. 16S 99.84 - 

CC-FCAGP-BFN24 1217 99.60 Paraburkholderia 

dipogonis 
16S 99.82 NR 145902.1 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Para identificar el género y especie de las cepas, comúnmente se utiliza la 

secuenciación del gen 16S rRNA (Mbega et al., 2021). Esta región genética se utiliza 

debido a características específicas como el tamaño, la ubicuidad entre las bacterias y 

la baja tasa de evolución. Se aísla el ADN genómico bacteriano. La reconstrucción 

filogenética de máxima probabilidad de los genes de ARNr 16S permite la 

clasificación de cepas a nivel de género o especie (Zahran et al., 2018). 

Las bacterias formadoras de esporas se agrupan actualmente en 40 géneros y siete 

familias, con Bacillaceae, Alicyclobacillaceae, Paenibacillaceae, Planococcaceae, 

Pasteuriaceae, Sporolactobacillaceae y Thermoactinomycetace, todas pertenecientes 

al orden Bacillalles, clase Bacilli. Bacillus es el género que integra el mayor número 

de especies formadoras de endosporas, con 318 especies catalogadas (Mora et al., 

2020). 

Doncel et al. (2016) evaluaron la actividad fijadora de nitrógeno y solubilizadora de 

fosfato in vitro de bacterias endófitas de Bothriochloa pertusa. Se recolectó diferentes 

partes de planta como la raíz, tallos y hojas del pasto en zonas agroecológicas de Sucre, 

Colombia. Se aislaron las bacterias endófitas en el medio de cultivo Agar Irradiada 

(R2A), y a partir de estos tejidos se obtuvo la densidad poblacional (UFC/g-1 de tejido), 
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la separación de los morfotipos se la hizo mediante la forma, color, tamaño y 

apariencia. Los resultados de la identificación con kit API20E confirmaron la 

presencia de las bacterias endófitas Aeromonas salmonicida y Pasteurella 

pneumotropica con capacidad simultánea de solubilizar fosfatos y fijar nitrógeno 

atmosférico. En la presente investigación se identificaron las cepas Pseudomonas sp. 

y Paraburkholderia dipogonis las cuales mostraron una alta capacidad de fijación de 

nitrógeno atmosférico. 

4.5. Determinación del efecto de los aislados bacterianos rizosféricos con 

capacidad de fijar nitrógeno atmosférico sobre el crecimiento de 

vitroplantas de papa en invernadero. 

4.5.1. Influencia de los aislados bacterianos sobre el área foliar de vitroplantas 

de S. tuberosum var. Superchola en invernadero.  

Con la inoculación de las cepas bacterianas CC-FCAGP-BFN14 y CC-FCAGP-BFN1 

se incrementó el área foliar respecto al resto de los aislados bacterianos y al control sin 

inocular.  Por otra parte, las plantas inoculadas con bacterias rizosféricas estimularon 

el desarrollo del área foliar en relación con las plantas sin inocular (control) (Tabla 13 

y Figura 14). 

Tabla 13. Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad de 

fijación de Nitrógeno atmosférico en sustrato de arena más perlita sobre el área foliar 

de vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola establecidas en invernadero. 

TRATAMIENTOS 

Área foliar (dm2) 

X̅ 
Rango 

promedio 

 CC-FCAGP-BFN15 0,024   8,20 d 

 CC-FCAGP-BFN33 0,040 16,80 c 

 CC-FCAGP-BFN35 0,043 19,80 c 

 CC-FCAGP-BFN3 0,050 26,30 c  

 CC-FCAGP-BFN22 0,052 27,70 c 

 CC-FCAGP-BFN29 0,059   36,10 bc 

 CC-FCAGP-BFN20 0,059   36,20 bc 

 CC-FCAGP-BFN9 0,061   36,40 bc 

 CC-FCAGP-BFN24 0,069 46,90 b 

 CC-FCAGP-BFN16 0,072 51,20 b 
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 CC-FCAGP-BFN14 0,085 57,40 a 

 CC-FCAGP-BFN1   0,098  63,00 a 

 Control  0,013    3,00 e 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Rangos promedios que no comparten letras comunes son diferentes según la prueba de 

Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney. 

En la Figura 14 se observan vitroplantas de S. tuberosum en invernadero que 

presentaron una mayor área foliar comparadas con el control, al ser inoculadas con 

aislados bacterianos con capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico. 

 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 14. Vitroplantas inoculadas con cepas bacterianas con capacidad de fijación de 

nitrógeno atmosférico: a) CC-FCAGP-BFN14, b) CC-FCAGP-BFN1, c) Control. 

García et al. (2004) investigaron los efectos de la inoculación con una cepa de 

Bacillus licheniformis en el crecimiento de pimiento y tomate en tres experimentos, en 

el primero la bacteria aumentó significativamente la altura de las plantas y el área foliar 

en ambas especies y en ambos cultivares. En el segundo se observó que el número y 

el diámetro de los frutos de tomate producidos en arena y en medio hidropónico 

aumentaron significativamente con la inoculación. Adicionalmente, las plantas 

tratadas presentaban menos enfermedades que las no inoculadas. En la presente 

investigación también se observó un incremento en el área foliar al inocular las cepas 

bacterianas en vitroplantas de S. tuberosum. 

a b c 



55 
 

4.5.2. Influencia de los aislados bacterianos sobre la masa fresca de vitroplantas 

de S. tuberosum var. Superchola en invernadero.  

Al inocular la cepa CC-FCAGP-BFN1 se incrementó la materia fresca de las 

vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola inoculadas en condiciones de 

invernadero. Todas las cepas bacterianas inoculadas a excepción de la cepa CC-

FCAGP-BFN15, mostraron un incremento de la masa fresca en vitroplantas de S. 

tuberosum a comparación con el tratamiento control (sin inoculación) (Tabla 14). 

Tabla 14. Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad de 

fijación de nitrógeno atmosférico en sustrato de arena más perlita sobre la masa fresca 

de vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola establecidas en invernadero. 

TRATAMIENTOS 

Masa fresca 

X̅ 
Rango 

promedio 

 CC-FCAGP-BFN15 0,059   7,20 f 

 CC-FCAGP-BFN33 0,162 16,10 e 

 CC-FCAGP-BFN35 0,198   20,80 de 

 CC-FCAGP-BFN3 0,267  29,20 d 

 CC-FCAGP-BFN22 0,287  31,70 d 

 CC-FCAGP-BFN29 0,313  33,80 d 

 CC-FCAGP-BFN20 0,321  35,00 d 

 CC-FCAGP-BFN9 0,360  36,30 d 

 CC-FCAGP-BFN24 0,534  48,10 c 

 CC-FCAGP-BFN16 0,634  52,50 c 

 CC-FCAGP-BFN14 0.879  58,20 b 

 CC-FCAGP-BFN1   0.993  68,80 a  

 Control  0,039    5,40 f 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Rangos promedios que no comparten letras comunes son diferentes según la prueba de 

Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney. 

Ke et al. (2019) al inocular la bacteria fijadora de nitrógeno Pseudomonas stutzeri en 

plantas de maíz demostraron que las plantas inoculadas tuvieron un mayor crecimiento 

(peso y número de brotes, peso y número de raíces). Se estimó que la contribución del 

inoculante a la planta oscilaba entre 0,30 y 0,82 g N/planta, además se volvió 

dominante en la rizosfera e incrementó la población de diazotrofos autóctonos y 
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oxidantes de amoníaco y transcripciones de genes funcionales. Otras investigaciones 

en cebolla en donde se inocularon bacterias oxidantes (SoxB) y bacterias fijadoras de 

N (NFxB), demostraron que la inoculación con SoxB y NFxB aumentó el rendimiento 

en un 221%, la altura de la planta en un 62% y la absorción de N en un 629%, en 

comparación con las plantas cultivadas sin inoculación (Awad et al. 2011). 

4.5.3. Efecto de los aislados bacterianos sobre la masa seca de vitroplantas de S. 

tuberosum var. Superchola en invernadero.  

Al inocular la cepa bacteriana CC-FCAGP-BFN1 se incrementó la masa fresca de 

vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola. La inoculación con las cepas bacterianas 

favoreció el aumento del contenido de masa seca en las vitroplantas de S. tuberosum 

var. Superchola a comparación con las vitroplantas del tratamiento control (sin 

inoculación) (Tabla 15). 

Tabla 15. Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad de 

fijación de Nitrógeno atmosférico en sustrato de arena más perlita sobre la masa seca 

de vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola establecidas en invernadero.  

TRATAMIENTOS 

Masa seca 

X̅ 
Rango 

promedio 

 CC-FCAGP-BFN15 0,014   8,00 j 

 CC-FCAGP-BFN33 0,024 14,10 j 

 CC-FCAGP-BFN35 0,024 16,90 j 

 CC-FCAGP-BFN3 0,031 23,00 i 

 CC-FCAGP-BFN22 0,035 28,30 h 

 CC-FCAGP-BFN29 0,036 32,70 g 

 CC-FCAGP-BFN20 0,039 38,00 f 

 CC-FCAGP-BFN9 0,041 43,00 e 

 CC-FCAGP-BFN24 0,054 48,00 d 

 CC-FCAGP-BFN16 0,060 53,00 c 

 CC-FCAGP-BFN14 0,090 58,00 b 

 CC-FCAGP-BFN1   0,117 63,00 a 

 Control  0,010   3,00 k 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Rangos promedios que no comparten letras comunes son diferentes según la prueba de 

Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney.                       
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Del Amor y Porras (2008) al estudiar la influencia de las PGB Azospirillum 

brasilense y Pantoea dispersa en plantas de Capsicum annuum L. determinaron que 

la masa seca total de la planta no se vio afectado al ser inoculadas con estas cepas, 

además no afectó el rendimiento de frutos comercializables ni los contenidos de 

pigmentos y carbohidratos en los frutos; sin embargo, los flavonoides y antocianinas 

aumentaron significativamente con la adición de bacterias. En la presente 

investigación al inocular la cepa CC-FCAGP-BFN1 se incrementó el valor de la masa 

seca.   

4.5.4. Efecto de los aislados bacterianos sobre el índice de área foliar de 

vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola en invernadero.  

Al inocular la cepa bacteriana que corresponde al tratamiento CC-FCAGP-BFN1 en 

vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola se incrementó el índice de área foliar. La 

inoculación de todas las cepas bacterianas en las vitroplantas de S. tuberosum 

favoreció el aumento del índice de área foliar en relación con las vitroplantas del 

tratamiento control (sin inoculación) (Tabla 16 y Figura 15). 

Tabla 16. Efecto de la inoculación de cepas bacterianas rizosféricas con capacidad de 

fijación de Nitrógeno atmosférico en sustrato de arena más perlita sobre el índice de 

área foliar de vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola establecidas en 

invernadero. 

TRATAMIENTOS 

Índice de área foliar (dm2) 

X̅ 
Rango 

promedio 

 CC-FCAGP-BFN15 0,082    8,10 k  

 CC-FCAGP-BFN33 0,136 16,70 j 

 CC-FCAGP-BFN35 0,149 19,50 j 

 CC-FCAGP-BFN3 0,172 26,20 i 

 CC-FCAGP-BFN22 0,180 28,90 h 

 CC-FCAGP-BFN29 0,203 35,70 g 

 CC-FCAGP-BFN20 0,205 36,10 f 

 CC-FCAGP-BFN9 0,209 37,10 e 

 CC-FCAGP-BFN24 0,239 46,10 d 

 CC-FCAGP-BFN16 0,261 51,20 c 

 CC-FCAGP-BFN14 0,295 57,40 b 
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 CC-FCAGP-BFN1   0,337 63,00 a 

 Control  0,044   3,00 l 

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Rangos promedios que no comparten letras comunes son diferentes según la prueba de 

Kruskal Wallis complementada con la prueba U de Mann Whitney. 

En la Figura 15 se observa vitroplantas de S. tuberosum en invernadero que presentó 

un mayor índice de área foliar comparada con el control, al ser inoculada con aislados 

bacterianos con capacidad fijación de nitrógeno atmosférico. 

         

 

 

 

                                  

Elaborado por: (Kevin Muñoz, 2024). 

Figura 15.Vitroplantas inoculadas con cepas bacterianas con capacidad de fijación de 

nitrógeno atmosférico: a) CC-FCAGP-BFN1, b) Control. 

La microflora, las bacterias y los hongos constituyen entre el 75 y el 90% de la biomasa 

viva del suelo y son los principales descomponedores de la materia orgánica. Estos 

microorganismos transforman moléculas orgánicas en nutrientes minerales (por 

ejemplo, nitrato, amonio, fosfato) que luego están disponibles para ser absorbidos por 

las plantas (Marciano et al., 2017). Se ha demostrado que la aplicación de bacterias 

de la rizosfera, que son capaces de fijar nitrógeno incrementa la fertilidad del suelo y 

el rendimiento de los cultivos. La combinación de bacterias promotoras del 

crecimiento de las plantas con fertilizantes minerales es una tendencia crucial que 

permite reducir el uso de fertilizantes y es beneficiosa para la producción de cultivos 

(Kou et al., 2020).  

 

 

 

a b 
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CAPÍTULO V 

CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES, BIBLIOGRAFÍA Y ANEXOS 

5.1. Conclusiones  

1. Se obtuvieron 38 aislados bacterianos fijadores de nitrógeno de vida libre a 

partir de la rizosfera de S. tuberosum var. Superchola de cuatro localidades de 

la provincia de Tungurahua. 

2. En la caracterización morfológica de los aislados bacterianos el 84% fueron 

bacterias Gram (-) y el 95% fueron bacilos. En la caracterización cultural de 

las colonias de los aislados bacterianos, mostraron el 87% tuvieron textura lisa, 

42% superficie plana, 82% consistencia suave, 42% fueron de forma circular, 

84% margen entero y el 95% fueron brillantes. 

3. El aislado bacteriano con mayor potencial fijador de nitrógeno atmosférico fue 

el CC-FCAGP-BFN1 y el de menor potencial fue el aislado CC- FCAGP-

BFN15. 

4. Mediante la amplificación de los genes 16S rRNA con PCR y secuenciación 

se identificaron las especies Pseudomonas sp. y Paraburkholderia dipogonis 

las cuales mostraron una alta capacidad de fijación de nitrógeno atmosférico. 

5. Con la inoculación de la cepa bacterianas CC-FCAGP-BFN1 (Pseudomonas 

sp.) se incrementó el área foliar, masa fresca, masa seca e índice de área foliar 

de vitroplantas de S. tuberosum var. Superchola. 

5.2. Recomendaciones 

1. Realizar el ensayo de reducción de acetileno (ARA) para cuantificar la fijación 

de nitrógeno en condiciones de laboratorio debido a que es un métodos 

sencillo, rápido y altamente sensible a pesar de su alto costo. 

2. Realizar ensayos de campo en diferentes tipos de suelo para determinar el 

efecto del aislado bacteriano CC-FCAGP-BFN1 (Pseudomonas sp.) sobre el 

crecimiento vegetativo y componentes del rendimiento en plantas de S. 

tuberosum var. Superchola. 
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5.4. ANEXOS 

Anexo 1. Tabla de colores PANTONE para caracterización cultural de las colonias de 

los aislados bacterianos. 
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Anexo 2. Selección preliminar aislados bacterianos con capacidad de fijación de 

nitrógeno atmosférico. 

 

 

Anexo 3. Absorbancia ajustada. 

Tabla 17. Absorbancia en espectrofotómetro ajustados a un nivel de 0,2 a 600 

nanómetros.  

TRATAMIENTOS 

Nivel de 

absorbancia 

iniciales 

 CC-FCAGP-BFN15 0,489 

 CC-FCAGP-BFN33 0,683 

 CC-FCAGP-BFN35 0,579 

 CC-FCAGP-BFN3 0,605 

 CC-FCAGP-BFN22 0,323 

 CC-FCAGP-BFN29 0,491 

 CC-FCAGP-BFN20 0,207 

 CC-FCAGP-BFN9 0,231 

 CC-FCAGP-BFN24 0,286 

 CC-FCAGP-BFN16 0,711 

 CC-FCAGP-BFN14 0,355 

 CC-FCAGP-BFN1   0,466 

 Control   
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Anexo 4. Vitroplantas de S. tuberosum establecidas en invernadero. 
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