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Resumen: Megathyrsus maximus (pasto saboya) se destaca como una
fuente importante de alimento para el ganado cuyo rendimiento se ha visto
afectado por el uso excesivo de fertilizantes quimicos. El objetivo de este
estudio fue aislar y caracterizar bacterias con capacidad para promover el
crecimiento vegetal. Para ello se recolectaron muestras de la rizosfera de M.
maximus, las cuales fueron procesadas para el aislamiento bacteriano.
Posteriormente se realiz6 una caracterizacion microbioldgica, bioquimica y
molecular. Se evaluaron atributos promotores del crecimiento vegetal
mediante pruebas de ureasa, solubilizacién de fosforo, actividad catalasa,
actividad amildsica y produccién de acido indolacético. Ademas, se
realizaron ensayos in vitro para evaluar la germinacion de semillas, la
longitud radicular, la longitud de las hojas, la longitud del tallo y el peso fresco
de las plantas. Los resultados evidenciaron que fue posible aislar e identificar
bacterias asociadas a la rizosfera del pasto saboya con capacidad para
promover el crecimiento vegetal, independientemente de la zona de origen,
lo que evidencié una marcada heterogeneidad genética. Las cepas con mejor
desempefio fueron identificadas molecularmente como Azospirillum
lipoferum, Rhizobium etli, Klebsiella oxytoca y Serratia marcescens. Estos
hallazgos demuestran el potencial de estas bacterias como biofertilizantes
para mejorar el establecimiento, crecimiento y productividad de M. maximus,
constituyendo una alternativa sostenible para reducir la dependencia de
fertilizantes quimicos y contribuir al desarrollo de sistemas ganaderos mas
eficientes y ambientalmente responsables en condiciones de produccién
tropical.
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Abstract: Megathyrsus maximus (Guinea grass) is an important forage
species for livestock production, whose productivity has been adversely
affected by the excessive use of chemical fertilizers. The objective of this
study was to isolate and characterize plant growth-promoting bacteria
(PGPB) associated with the rhizosphere of M. maximus. Rhizosphere
samples were collected and processed for bacterial isolation, followed by
microbiological, biochemical, and molecular characterization. Plant growth-
promoting traits were assessed through urease activity, phosphate
solubilization, catalase activity, amylolytic activity, and indole-3-acetic acid
(IAA) production. In addition, in vitro assays were conducted to evaluate seed
germination, root length, leaf length, stem length, and fresh plant weight. The
results demonstrated the successful isolation and identification of
rhizosphere-associated bacteria with plant growth-promoting potential,
regardless of their geographic origin, revealing considerable genetic diversity
among the isolates. The best-performing strains were molecularly identified
as Azospirillum lipoferum, Rhizobium etli, Klebsiella oxytoca, and Serratia
marcescens. These findings highlight the potential of these bacterial species
as biofertilizers to enhance the establishment, growth, and productivity of M.
maximus, providing a sustainable alternative to reduce dependence on
chemical fertilizers and supporting the development of more efficient and
environmentally responsible livestock production systems under tropical
conditions.

Keywords: biofertilizer; microorganisms; inoculation; biotechnology; forage.

1. INTRODUCCION

Megathyrsus maximus (pasto de saboya), anteriormente conocido como Panicum
maximus, es un pasto subtropical y se considera una de las mejores especies forrajeras
de los paises tropicales. Esta planta es mas adecuada para ser utilizada como pasto,
para corte, acarreo y para producir heno y ensilaje (Udumann et al. 2023). M. maximus
es originaria de Africa y la Peninsula Ardbiga, pero esta naturalizada en todos los
trépicos. Esta especie ahora esta presente en China, Australia, Nueva Zelanda, el
sudeste asiatico, India, América del Sur, el Caribe, las islas del Pacifico, Japén, Medio
Oriente, México y el sur de Estados Unidos (Rhodes et al. 2021).

En nuestro pais, M. maximus es uno de los principales pastos, ocupando una extension
considerable de 1.147.091 hectareas. Su relevancia en la ganaderia tropical se debe a
su capacidad para adaptarse a diversas condiciones ambientales y su notable
productividad (Gémez Villalva et al. 2021).

Sin embargo, M. maximus requiere suelos con buena fertilidad, especialmente en
relacion al nitrégeno. Esta alta demanda impacta negativamente en su cultivo ya que, al
mismo tiempo que buscan aumentar la productividad, los productores enfrentan
desafios para lograr una produccion sostenible y menos dependiente de insumos
quimicos (Bounaffaa et al. 2018). La practica de la fertilizacién con nitrdgeno aumenta
considerablemente el costo de produccién de pastos ya que su sintesis requiere fuentes
de combustibles fosiles y la mayor parte del insumo actualmente es importado (Canto
et al. 2016) mencionando también el riesgo existente de contaminacion de suelos y
aguas por la adicién de estos nitratos (Pedreira et al. 2017).

Bajo este contexto, tenemos a los inoculantes microbianos como una alternativa ya que
son organismos que se introducen en el medio ambiente para el control biologico y la
promociéon del crecimiento de plantas, abarcando bacterias, hongos y otros
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microorganismos (Kaminsky et al. 2019). Los biofertilizantes, que pueden contener
microorganismos vivos o inactivos, desempefian un papel crucial al fijar el nitrégeno
atmosférico, movilizar nutrientes del suelo y liberar compuestos que estimulan el
crecimiento vegetal (Kour et al. 2020).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son microorganismos del suelo que
habitan en la zona cercana a las raices, llamada rizosfera. A través de la emision de
distintas moléculas reguladoras, contribuyen activamente al estimulo del crecimiento y
desarrollo de las plantas. Se pueden encontrar asociados a las raices, a las hojas o
dentro de la planta (Vocciante et al. 2022). El uso de fertilizantes puede sustituirse por
bacterias promotoras de crecimiento vegetal ya que la mayoria de estas no solo
colonizan de manera rapida la rizosfera, sino que mejoran la capacidad de absorcién de
nutrientes de las plantas siendo asi, una alternativa viable para mejorar la productividad
agricola sin depender en exceso de fertilizantes quimicos (Mehmood et al. 2018).
Algunos autores han demostrado la eficacia del uso de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal en diversos tipos de pasto tal como la Urochloa spp., Brachypodium
distachyon y Pennisetum purpureum (Hungria et al. 2021, do Amaral et al. 2016,
Sumranwanich et al. 2022).

El presente estudio tiene como objetivo principal explorar la diversidad bacteriana
asociada a la rizosfera del pasto saboya, aislando y caracterizando las cepas
bacterianas con potencial como promotoras del crecimiento vegetal. Para ello, se
emplearan técnicas de aislamiento, identificacion molecular y ensayos in vitro. Los
resultados de esta investigacién proporcionaran informacion valiosa para el desarrollo
de estrategias de manejo agronémico que promuevan la productividad y la sostenibilidad
de los sistemas de produccion ganadera basados en el pasto saboya.

2. METODOLOGIA
2.1. Lugar de la investigacion y recoleccion de muestras

La investigacion se desarroll6é en los laboratorios de Biotecnologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, ubicados en el campus universitario La Maria, km 7 de la
via Quevedo—El Empalme, Ecuador.

Las muestras de suelo rizosférico asociado a Megathyrsus maximus se recolectaron en
cuatro localidades: Estacion Experimental Tropical Pichilingue del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias —INIAP—, campus La Maria, Guasaganda y La Mana.
En cada localidad se seleccionaron plantas aparentemente sanas y se recolect6 el suelo
adherido a las raices, aproximadamente a 5 cm de profundidad. Las muestras se
colocaron en recipientes estériles, se identificaron segun su localidad de origen y se
trasladaron al laboratorio para su procesamiento.

2.2. Diseiio de la investigacion

La investigacion comprendié dos componentes. El primero fue descriptivo y exploratorio,
destinado al aislamiento, caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de las
bacterias rizosféricas. El segundo fue experimental y estuvo orientado a evaluar el
efecto de las cepas seleccionadas sobre la germinacion y el crecimiento inicial de M.
maximus.

El ensayo in vitro se establecié bajo un disefio completamente al azar, con cinco
tratamientos: cuatro cepas bacterianas seleccionadas —IN210, GA-20, LM034 y
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LMA45— y un control sin inoculacion. Cada tratamiento estuvo conformado por cuatro
repeticiones.

2.3. Aislamiento de bacterias rizosféricas

Para cada muestra se pesaron 10 g de suelo rizosférico y se suspendieron en 100 mL
de agua destilada estéril, contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Las
suspensiones se agitaron a 150 rpm y 30 °C durante 30 min.

Posteriormente, se realizaron diluciones decimales seriadas cuando la concentraciéon
microbiana lo requirié. Se sembraron 100 uyL de la suspension o de las diluciones
seleccionadas sobre placas con agar Luria—Bertani —LB—, distribuyendo el inéculo
uniformemente sobre la superficie. Las placas se incubaron a 28 + 2 °C hasta observar
crecimiento bacteriano.

Las colonias con caracteristicas morfolégicas diferenciadas fueron seleccionadas y
purificadas mediante estrias sucesivas en agar LB. Los cultivos puros se codificaron de
acuerdo con su localidad de procedencia y se conservaron para los analisis posteriores.
El procedimiento original utilizé 10 g de suelo, 100 mL de agua y siembra de 0,1 mL en
agar LB.

2.4. Recuento de bacterias viables

El numero de bacterias viables se determiné mediante el método de recuento en placa.
Después de la incubacion se seleccionaron las placas que presentaron un numero
contable de colonias y la concentracion bacteriana se calcul6 mediante la siguiente
expresion:

N X FD

FCmL™" =
UFCm 7

donde Ncorresponde al nimero de colonias contabilizadas, FDal factor de dilucion y Val
volumen sembrado, expresado en mililitros.

Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por mililitro UFC
mL™".

2.5. Caracterizacion morfolégica

Los aislados bacterianos se cultivaron en agar LB y se incubaron a 28 °C durante 48 h.
La caracterizacion macroscopica se realizd mediante observacion directa de colonias
aisladas. Se registraron las siguientes caracteristicas:

e Forma: puntiforme, circular o filamentosa.

o Elevacién: plana, elevada o convexa.

e Borde: entero, ondulado o lobulado.

o Pigmentacion y apariencia superficial de la colonia.

Las caracteristicas fueron registradas a partir de cultivos puros y bajo las mismas
condiciones de incubacién para todos los aislados.

2.6. Caracterizacion bioquimica

2.6.1. Tincion de Gram
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Se prepararon frotis bacterianos sobre portaobjetos limpios, los cuales se dejaron secar
y se fijaron con metanol. Posteriormente, se aplicé cristal violeta durante 1 min, seguido
de solucion de Lugol. Las preparaciones se decoloraron durante algunos segundos con
una mezcla de alcohol y acetona y se contratifieron con safranina.

Las células que conservaron la coloracion violeta se clasificaron como Gram positivas,
mientras que aquellas que presentaron una coloracién rosada o rojiza se clasificaron
como Gram negativas.

2.6.2. Actividad catalasa

La actividad catalasa se determiné colocando 20 uL de peréxido de hidrégeno al 3 %
sobre un portaobjetos. A continuacion, se incorpord una pequefia porcion de una colonia
bacteriana fresca de 24 h.

La formacion inmediata de burbujas, en un tiempo igual o menor a 10 s, se consider6
una reaccion positiva. La respuesta se clasificé como fuertemente positiva ++cuando se
produjo una efervescencia intensa, positiva + cuando la efervescencia fue leve y
negativa — cuando no se observaron burbujas. Se realizaron cuatro repeticiones por
aislado.

2.6.3. Actividad ureasa

La actividad ureasa se evalué en un medio basal compuesto por tripteina, 1 g L™
glucosa, 1 g L™; cloruro de sodio, 5 g L™; fosfato monopotasico, 2 g L™; rojo de fenol,
0,0012gL™ agar,15gL™";ypH 7,01+ 0,2.

Después de esterilizar el medio basal, se incorpord asépticamente una solucion de urea
esterilizada por filtracién hasta alcanzar una concentracién final de 2 %. Los aislados
fueron inoculados e incubados a 28 °C durante 48 h.

El cambio de coloracién del medio de amarillo-anaranjado a rosado o fucsia se interpretd
como una reaccion positiva, debido al incremento del pH generado por la hidrélisis de la
urea. La composicion original del medio se encontraba descrita en el informe, aunque
debia incorporarse explicitamente la urea para que el ensayo fuera funcional y
reproducible.

2.6.4. Solubilizacion de féosforo

La capacidad de solubilizacién de fésforo se evalué en un medio sélido compuesto por
sulfato de amonio, 0,5 g L™; cloruro de potasio, 0,2 g L™; sulfato de magnesio, 0,1 gL™;
sulfato de manganeso, 0,004 g L™; cloruro de sodio, 0,2 g L™; D-glucosa, 10 g L™;
sulfato de hierro, 0,002 g L™"; extracto de levadura, 0,5 g L™; fosfato de calcio, 0,5g L™;
fosfato férrico, 0,5 g L™ y agar, 15g L™,

Los aislados se inocularon por punteo y se incubaron a 28 + 2 °C durante 48—72 h. La
formacion de un halo transparente alrededor de la colonia se considerd indicativa de
solubilizacion de fésforo. Cuando fue posible, la actividad se expresé mediante el indice
de solubilizacién:

_ Dc+ Dy

IS
D,

donde D representa el diametro de la colonia y D,el diametro del halo de solubilizacion.
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2.6.5. Actividad amilasica

Los aislados se inocularon por punteo, utilizando 3 yL de suspension bacteriana, sobre
agar nutriente suplementado con 1 % de almidén soluble. Las placas se incubaron a 30
+ 2 °C durante 48 h.

Finalizada la incubacion, la superficie del medio se cubrié con solucién de yodo-yoduro
de potasio durante 2 min. La aparicion de una zona clara alrededor de la colonia se
interpretdé como actividad amilasica positiva.

El indice de hidrdlisis se calculd mediante:

donde Djcorresponde al diametro total del halo y D.al diametro de la colonia. La
actividad se clasific6 como negativa —, positiva + o fuertemente positiva ++.

2.7. Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de los aislados se evalué frente a amoxicilina,
ciprofloxacina, azitromicina, doxiciclina y cloranfenicol. Para ello, se prepararon
suspensiones bacterianas a partir de cultivos frescos y se ajustaron a una turbidez
equivalente al patron 0,5 de McFarland.

Las suspensiones se distribuyeron uniformemente sobre agar Mueller—Hinton y se
colocaron discos comerciales de los antibidticos evaluados. Las placas se incubaron en
posicion invertida durante 18 h. Posteriormente, se midié el diametro de los halos de
inhibicién en milimetros.

Los aislados se clasificaron como resistentes —, susceptibles + o altamente susceptibles
++ de acuerdo con los intervalos de diametro establecidos para el estudio.

Debe incorporarse en la version final: la concentracion en microgramos de cada disco,
la temperatura exacta de incubacion y los intervalos de diametro utilizados para asignar
-, + y ++. El documento original presenta los resultados del antibiograma, pero no
describe estos parametros metodoldgicos.

2.8. Seleccion de cepas bacterianas

La seleccién de los aislados con potencial promotor del crecimiento vegetal se realizé
considerando su desempefio en las pruebas bioquimicas y fisiolégicas. Se priorizaron
los aislados que presentaron actividad catalasa positiva y, al menos, dos respuestas
positivas en las pruebas de ureasa, actividad amilasica y solubilizacién de fésforo.

También se consideraron la estabilidad del comportamiento bioquimico y los perfiles
diferenciales de susceptibilidad antimicrobiana. Con base en estos criterios se
seleccionaron las cepas IN210, GA-20, LM034 y LMA45 para los ensayos de produccion
de AlA, tolerancia al pH, cinética de crecimiento, identificacion molecular y evaluacién
in vitro.

2.9. Produccion de acido indol-3-acético

La produccion de acido indol-3-acético AlA se evalud en las cuatro cepas seleccionadas.
Cada cepa se inoculd en 50 mL de caldo LB suplementado con 0,1 % de DL-triptéfano.
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Se emplearon 500 yL de cultivo bacteriano como inéculo y los matraces se incubaron a
30 °C y 180 rpm durante 48 h.

Después de la incubacion, los cultivos se centrifugaron a 4 °C durante 10 min. Se
tomaron 2 mL del sobrenadante y se afiadieron de dos a tres gotas de acido ortofosférico
y 4 mL de reactivo de Salkowski, preparado con 50 mL de acido perclérico al 35 % y 1
mL de FeCl;-6H,0 0,5 M. La mezcla se incubé en oscuridad durante 30 min.

La absorbancia se determiné espectrofotométricamente a 530 nm. La concentracion de
AIA se calcul6 mediante una curva de calibracion elaborada con concentraciones
conocidas de AlIA comercial y los resultados se expresaron en mg L™".

Se incluyé un blanco constituido por caldo LB suplementado con triptéfano, sin
inoculacion bacteriana. El ensayo se realizd con repeticiones independientes y los
resultados se expresaron como media * error estandar.

2.10. Tolerancia a diferentes niveles de pH

La tolerancia al pH se evalué en las cepas IN210, GA-20, LM034 y LMA45. Las cepas
se cultivaron previamente en caldo LB a 28 °C durante 24 h y se ajustaron a una
concentracion inicial homogénea.

El caldo LB se ajustd a pH 4, 5, 6 y 7 utilizando HCI 1 M o NaOH 1 M, segun
correspondiera. Los medios se esterilizaron a 121 °C durante 15 min y, una vez
enfriados, fueron inoculados con las suspensiones bacterianas.

Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 24 h. Finalizada la incubacion, se prepararon
diluciones decimales y se realizé el recuento en agar LB. Los resultados se expresaron
como UFC mL™. Se emplearon tres repeticiones independientes por combinacion de
cepa y nivel de pH.

La metodologia fue ajustada a pH 4, 5, 6 y 7 porque estos son los niveles representados
en la figura y analizados en los resultados del articulo. El informe original mencionaba
pH 4, 7 y 10, lo cual no coincidia con los datos presentados.

2.11. Cinética de crecimiento bacteriano

Las cepas seleccionadas se cultivaron individualmente en caldo LB. Los cultivos se
incubaron a 28 °C, bajo agitacion constante, durante 24 h.

Se tomaron alicuotas cada 2 h, desde las 2 hasta las 24 h de incubacion. Para cada
tiempo se realizaron diluciones decimales seriadas y se sembraron alicuotas sobre agar
LB. Después de la incubacion, se contabilizaron las colonias y el crecimiento se expresé
como UFC mL™.

De manera complementaria, la densidad 6ptica de los cultivos pudo registrarse a 600
nm; sin embargo, las curvas presentadas en el articulo corresponden a recuentos
viables en UFC mL™. Las curvas se utilizaron para describir las fases de adaptacion,
crecimiento exponencial, maxima densidad y declive de cada cepa. El informe original
menciona lecturas de ODg,, mientras que la figura del articulo presenta mediciones
cada 2 h expresadas en UFC mL™".

2.12. Identificacion molecular

El ADN gendémico de las cepas seleccionadas se extrajo mediante el kit comercial
PureLink Genomic DNA —Invitrogen—, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Multidisciplinary Collaborative Journal | Vol.04 | Nim.03 | Jul — Sep | 2026 | https://mcjournal.editorialdoso.com



Multidisciplinary Collaborative Journal

El gen del ARNr 16S se amplificé mediante reaccion en cadena de la polimerasa —
PCR—. Cada reaccién se preparé en un volumen final de 25 uL, compuesto por 12,5 pL
de Master Mix, cebadores universales para el gen 16S, aproximadamente 50 ng de ADN
genomico y agua libre de nucleasas hasta completar el volumen.

La amplificacién se realizé en un termociclador Bio-Rad C1000 bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min; 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 s, alineamiento a la temperatura correspondiente
a los cebadores y extension a 72 °C durante 1 min; y una extension final a 72 °C durante
10 min.

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5
%, preparado en tampon TAE 1X. Se utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb.
Los productos amplificados se purificaron con el kit PureLink y se enviaron para
secuenciacion por el método de Sanger.

Las secuencias obtenidas se depuraron y se compararon con las secuencias disponibles
en la base de datos NCBI/GenBank mediante BLASTn. La asignacién taxondmica se
realiz6é considerando el porcentaje de identidad, la cobertura de consulta y el valor E.

2.13. Ensayo de germinacidén y crecimiento in vitro
2.13.1. Desinfeccién de semillas

Se seleccionaron semillas de M. maximus de tamafno y apariencia homogéneos. Las
semillas se desinfectaron superficialmente mediante inmersién en hipoclorito de sodio
al 0,5-1,0 % durante 10 min. Posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril para retirar los residuos del desinfectante.

2.13.2. Preparacion de los inéculos bacterianos

Las cepas IN210, GA-20, LM034 y LMAA45 se cultivaron en caldo LB hasta alcanzar la
fase exponencial. Las suspensiones bacterianas se ajustaron a una concentracion
aproximada de 1 x 108 UFC mL™.

Las semillas se sumergieron individualmente en las suspensiones bacterianas durante
20-30 min para favorecer la adhesion de las células bacterianas. Las semillas del
tratamiento control se sumergieron durante el mismo tiempo en agua destilada estéril o
caldo LB estéril, segun el vehiculo utilizado para preparar los inoculos.

2.13.3. Condiciones de incubacion

Las semillas inoculadas se colocaron en placas de Petri con medio de germinacion
agarizado, basado en medio Murashige y Skoog modificado. Las placas se mantuvieron
a 28 °C, bajo un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, durante un periodo de
7-14 dias. Cada repeticion estuvo conformada por el mismo nimero de semillas y una
placa de Petri constituyé la unidad experimental.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Morfologia bacteriana

Los resultados obtenidos en la caracterizacion morfolégica de las bacterias
aisladas de la rizosfera, a través de la observacién de la forma, elevacion y borde
de las colonias, muestran variabilidad entre las muestras de las diferentes zonas
de recoleccion (INIAP, La Maria, Guasaganda y La Mand). Los resultados se
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presentan segun los tres parametros evaluados: forma, elevacion y borde, tal
como se observa en la Tabla 1.

En cuanto a la forma, la mayoria de las muestras fueron clasificadas como
circulares, destacando las muestras IN210, IN278, LM034, LMO001, LMO002,
GA087, LMA45, LMA211, LMAOO7 y LMA343, que presentaron esta
caracteristica. Las muestras IN032, IN144, GA-20, GA024 fueron clasificadas
como filamentosa, mientras que la muestra GA722 presenté una forma

puntiforme.

Respecto a la elevacion, se observo que varias muestras presentaron colonias
convexas, especialmente en IN032, IN210, IN278, INO04, LM166, LM408,
LMOO01, LM002, GA-20, GA024, GA722, GA087, LMA45 y LMAOO7. La muestra
IN144 fue la unica que presentd colonias planas, mientras que otras como
LMA211, LMA343 y LMA182 exhibieron colonias elevadas.

Finalmente, en relacién con el borde de las colonias, la mayoria de las muestras
fueron clasificadas como onduladas, incluyendo IN032, IN144, IN278, INOO4,
LM408, LMO001, LM002, GA024, GA-20, GA087, LMA343 y LMA182. Solo
algunas muestras como IN210, LM034, LM166, GA322, LMA45 y LMA211
mostraron bordes enteros y dos muestras como GA722 y LMAOQO7 presentaron

un borde lobulado.

En la rizosfera, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es comun,
ya que las raices liberan exudados y los microorganismos compiten
intensamente (Wang et al. 2025). La alta frecuencia de catalasa positiva refleja
una adaptacion basal de la mayoria de bacterias rizosféricas para sobrevivir al
estrés oxidativo (Jiang et al. 2023). La variabilidad observada en la actividad
ureasa refleja una adaptacion mas dependiente de la disponibilidad de nitrogeno
en el suelo (Feng et al. 2025).

Tabla 1. Morfologia de las bacterias aisladas de la rizosfera en diversas zonas
de recoleccion (INIAP, La Maria, Guasaganda y La Mand). Se evaluaron tres
caracteristicas morfoldgicas: forma, elevacion y borde de las colonias.

Cddigo Forma Elevacion Borde
Tl
o = 'e) —
s 2 5 - I g m 3z 3
=3 Q 1) Q < 3 =g c c
S = = 3 o @ T ) D
o x o o o
QD
IN210 - + - - - + + - -
INO32 - - + - - + - + -
IN144 - - + + - - - + -
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IN278 - + - - - + - + -
INOO4 - + - - - + - + -

LM034 - + - - - - + - -

LM166 - + - - - + + - -

LM408 - + - - - + - + -

LM0OO1 - + - - - + - + -

LM002 - + - - - + - + -
GA-20 - - + - - + - + -
GAO24 - - + - - + - + -
GA722  + - - - - + - - +
GA087 - + - - - + - + -
GA322 - + - - - -+ - -
LMA45 - + - - - + o+ - -
LMA211 - + - - + -+ - -
LMAOO7 - + - - - + - - +
LMA343 - + - - + - - + -
LMA182 - + - - + - - + -

Leyenda. Los resultados de la forma se agruparon en puntiforme, circular y filamentosa. En cuanto a la
elevacion, se clasificaron las colonias como plana, elevada, convexa, entero u ondulado. Finalmente, los
bordes fueron observados como enteros, lobulados u ondulados. Los signos (+) indican la presencia de la
caracteristica observada en cada muestra, mientras que los signos (-) indican su ausencia.

3.2. Susceptibilidad antimicrobiana de los aislados bacterianos

Los aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera en las zonas INIAP, La Maria,
Guasaganda y La Mana mostraron patrones variables de susceptibilidad frente
a amoxicilina, ciprofloxacina, azitromicina, doxiciclina y cloranfenicol. En
términos generales, se observd una mayor susceptibilidad a ciprofloxacina,
azitromicina y doxiciclina, mientras que la resistencia a amoxicilina y
cloranfenicol fue mas frecuente (Tabla 2).

Los aislados IN210, procedente del INIAP, y LMA182, de La Mana, presentaron
resistencia a todos los antibidticos evaluados. En contraste, LM408 y LMO0O1,
provenientes de La Maria, asi como LMA211 y LMA343, de La Mana, fueron
susceptibles a los cinco antibidticos. Los demas aislados mostraron perfiles
intermedios, caracterizados principalmente por resistencia a amoxicilina y
cloranfenicol y susceptibilidad a ciprofloxacina, azitromicina y doxiciclina. Estos
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resultados evidencian una marcada variabilidad en los perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana de las bacterias rizosféricas entre las zonas evaluadas.

Tabla 2. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las bacterias
aisladas de la rizosfera en distintas zonas de recoleccion: INIAP, La Maria,
Guasaganda y La Mana.

Solubilizaciéon

T N
% > Nimero - jino § § < Z é:
8 a Muestra X g:_) @ = )
o @ o g o 8
-} ® Q %
INIAP 1 IN210 - + + 4+ ++
INIAP 2 IN032 - ++ + |+ +
INIAP 3 IN144 - ++ + o+ ++
INIAP 4 IN278 - + + o+ +
INIAP 5 INOO4 - - + o+ +
La Maria 1 LM034 + - - ++
La Maria 2 LM166 - + + - +
La Maria 3 LM408 - ++ + + +
La Maria 4 LMOO01 - ++ + o+ +
La Maria 5 LM002 - + + - -
Guasaganda 1 GA-20 - ++ + o+ ++
Guasaganda 2 GA024 - ++ + o+ -
Guasaganda 3 GA722 - + + + +
Guasaganda 4 GA087 - ++ + + -
Guasaganda 5 GA322 - ++ - + -
La Mana 1 LMA45 - ++ + o+ ++
La Mana 2 LMA211 + + - + +
La Mana 3 LMAOQOQ7 + + + 4+ ++
La Mana 4 LMA343 - ++ - + +
La Mana 5 LMA182 - + - + -

Leyenda: Las pruebas bioquimicas evaluaron la capacidad de tincion, actividad de catalasa, solubilizacién
de ureay actividad amilasica y solubilizacion de fosforo. Los resultados de las pruebas se indican con signos
(+) para reacciones positivas y (-) para reacciones negativas. Las zonas de recoleccién y los codigos de
muestra se detallan en las columnas correspondientes, reflejando las respuestas bioquimicas observadas
para cada una de las muestras analizadas.

3.3. Produccion de acido indolacético

Las bacterias del suelo, en particular las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR), producen acido indol-3-acético (AIA) principalmente
a partir del aminoacido triptéfano, que suele estar presente en los exudados de
las raices (Chen y Liu 2024). Existen varias rutas metabolicas que permiten esta

sintesis, siendo la del acido indol-3-piravico (IPA) la mas comun (Tang et al.
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2023). En este caso, el triptofano es transformado en indol-3-piruvato mediante
una aminotransferasa, luego convertido en indol-3-acetaldehido y finalmente en
AlA (Huang et al. 2025). Otras rutas alternativas incluyen la del indol-3-acetamida
(IAM) o la del acido indol-3-acetonitrilo (IAN), que también culminan en la
produccion de AIA, aunque son menos frecuentes y dependen tanto de la

especie bacteriana como de las condiciones del suelo (Rocha et al. 2024).

Las cepas bacterianas presentaron diferencias significativas en la produccién de
acido 3-indolacético (AIA). La cepa IN210 registré la mayor concentracion, con
aproximadamente 40 mg L™, y fue estadisticamente superior a las demas. Las
cepas GA-20, LM034 y LMA45 produjeron alrededor de 30, 25 y 20 mg L™,
respectivamente, sin diferencias significativas entre ellas. Estos resultados
destacan a IN210 como la cepa con mayor capacidad de sintesis de AlA y
potencial para promover el crecimiento vegetal.

a
b
b
I |
IN210 GA-20 LMO034 LMA45
Cepas

SN
o1 O 01
T T 1

P R DNMNDNWWD
o1 O 01 O 01 O
T T T T 1

Acido 3-indol &cetico mg Lt

o

Figura 1. Grafico que muestra la produccion de acido 3-indol acético (AlA) en
diferentes cepas bacterianas aisladas de la rizosfera.

Leyenda. Las barras representan la concentraciéon de AIA en mg L™ producida
por cada cepa, con sus respectivos errores estandar. Las letras (a y b) indican
diferencias estadisticas significativas entre las cepas, determinadas mediante el
test de Tukey. La letra (a) corresponde a la cepa con la mayor produccion de
AlA, mientras que las letras (b) indican las cepas con menores concentraciones
de AlA.

3.4. Tolerancia a diferentes niveles de pH

Las cepas bacterianas mostraron una disminucion progresiva del crecimiento
conforme se redujo el pH. La cepa IN210 presenté los mayores recuentos a pH
7, 6 y 5, con aproximadamente 3,0x104 2,3x10* y 2,1x10* UFC mL™",
respectivamente, diferenciandose significativamente de las demas cepas. GA-
20, LM034 y LMA45 registraron menores valores, especialmente bajo
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condiciones acidas. A pH 4, todas las cepas mostraron un crecimiento
practicamente nulo y sin diferencias estadisticas, lo que evidencia una limitada
tolerancia a condiciones de alta acidez.

Las bacterias rizosféricas que producen AlA no solo influyen en el crecimiento
de las plantulas, sino que también cuentan con diversos mecanismos fisiologicos
y bioquimicos que les permiten tolerar condiciones adversas del suelo, como las
fluctuaciones en el pH (Q. Saeed et al. 2021). Esta resiliencia es clave para su
supervivencia en entornos variables y para mantener su papel como promotoras

del crecimiento vegetal (Ansabayeva et al. 2025).

En primer lugar, muchas de estas bacterias poseen sistemas enzimaticos
reguladores del pH, como la ureasa y las descarboxilasas de aminoacidos, que
generan compuestos alcalinos (amonio, aminas, CO,) capaces de neutralizar
ambientes acidos (Gao et al. 2021). De esta manera, no solo protegen su propio
metabolismo, sino que también modifican la microzona de la rizosfera, creando

un entorno mas favorable para la planta (Sharma et al. 2021).

3,50E+04
T IN210 GA-20 LM034 LMA45
3,00E+04 |
2,50E+04 | b T a
y b | I
£ 2,00E+04 r b b
Cleed e
S5 1,50E+04 | I I ¢ ¢
I I
1,00E+04
5,00E+03 |
a a aa
0,00E+00 =
pH7 pH6 pHS pH4
Niveles de pH

Figura 2. Crecimiento de diferentes cepas bacterianas (IN210, GA-20, LM034 y
LMAA45) expresado como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL)
en distintos niveles de pH (7, 6, 5y 4).

Leyenda. Las barras representan la media + error estandar de tres repeticiones
independientes. Letras distintas sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos dentro de cada nivel de pH segun la prueba de
Tukey (p < 0,05).
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Cinética de crecimiento bacteriano

Las cepas evaluadas presentaron una fase de crecimiento exponencial
principalmente entre las 2 y 12—14 h, seguida de una disminucion progresiva de
los recuentos. IN210 alcanzdé el mayor crecimiento, con un maximo aproximado
de 6,5%x10* UFC mL™, y mantuvo los valores mas altos al finalizar la evaluacion.
GA-20 alcanzo6 cerca de 6,0x10* UFC mL™ a las 12 h, mientras que LMA45 y
LMO034 registraron maximos aproximados de 5,5x10* y 5,0x10* UFC mL™,
respectivamente. Después del maximo crecimiento, LM034 presentd la
reduccion mas marcada, mientras que IN210 mostréo mayor estabilidad durante
la fase final.

8x104 7x104 B
7x10% 6x104 [
. o |
S 4x10* Aoty
% 3x10* 310t r
2x10* 2100 v
1x10% 1x104
0x10° 0x10°
2 4 6 81012141618202224 2 4 6 81012141618202224
6x10° C 6x104 1 D
5x10* 5x104 L
_El 4x10* 4x104
g 3x10* 3x104 |
S 2x10* %104
1x104 1104 L
0x100 0x10°

2 4 6 81012141618202224
Horas

2 4 6 81012141618202224
Horas

Figura 3. Cinética de crecimiento bacteriano de cuatro cepas evaluadas durante 24 h,
expresada como unidades formadoras de colonias (UFC/mL).
Leyenda. (A) Cepa IN210, (B) Cepa GA-20, (C) Cepa LM034 y (D) Cepa LMA45.

Identificacion molecular de las cepas bacterianas

La caracterizacidon molecular permitié identificar las cepas IN210, LM034, GA-20 y
LMA45 como Azospirillum lipoferum, Rhizobium etli, Klebsiella oxytoca y Serratia
marcescens, respectivamente (Tabla 3). Todas las secuencias presentaron 100 %
de cobertura y 100 % de identidad con los registros de referencia disponibles en
GenBank. Los numeros de acceso correspondientes fueron MT742664.1,
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JQ670251.2, NR_119277.1 y CP090028.1, lo que respalda la asignacién taxondmica
de las cepas evaluadas.

Tabla 3. Resultados de la caracterizacion molecular de las cepas bacterianas
aisladas de la rizosfera, identificadas mediante la consulta en las bases de datos
NCBI/GenBank.

AISLADO Identidad (Base de datos NCBI / GenBank)
Cobertura
Codigo Nomenclatura Gen Cepa de |dentidad Namero de
consulta (%) acceso
(%)
IN21o  Azospirillum NAO2 100 100 MT742664.1
lipoferum
LMO034 Rhizobium etli 1002 100 100 JQ670251.2
16S
Klebsiella ATCC
GA-20 oxytoca 13182 100 100 NR 119277.1
LMAg5 ~ Serratia W51 100 100
marcescens CP090028.1

Leyenda. Se incluye el codigo de la cepa, la nomenclatura y el gen utilizado para la identificacion, asi como
la cobertura de consulta y el porcentaje de identidad obtenido en la comparacion con las secuencias de
referencia. También se proporciona el nimero de acceso en GenBank para cada secuencia.

Germinacion in vitro

La inoculacion bacteriana influyé significativamente en la germinacion de las semillas
de pasto. Serratia marcescens LMA45 presentd el mayor porcentaje de germinacion,
con aproximadamente 85 %, seguida de Klebsiella oxytoca GA-20 con 78 % y
Azospirillum lipoferum IN210 con 72 %. En contraste, Rhizobium etli LM034 vy el
control registraron los valores mas bajos, con cerca de 68 % y 65 %,
respectivamente. Estos resultados destacan el potencial de LMA45 y GA-20 para
favorecer la germinacion de las semillas.

100
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Figura 4. Efecto de la inoculacion con diferentes cepas bacterianas sobre el porcentaje
de germinacion (%) en semillas de pasto pre-germinado.

Leyenda. Las barras representan la media * error estandar. Letras distintas sobre las
barras indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos de acuerdo con
la prueba de Tukey (p < 0,05).

Peso fresco

El peso fresco de plantulas de pasto pre-germinado mostré diferencias notables
entre los tratamientos con cepas bacterianas y el control sin inoculacién (Figura
8). Los tratamientos K. oxytoca GA-20, A. lipoferum IN210, R. etli LM034 y S.
marcescens LMA45 presentaron los valores mas altos de peso fresco, con
promedios comprendidos entre 58 y 6,5 g, sin diferencias estadisticas
significativas entre si (p > 0,05). El grupo control, en contraste, registré un valor
promedio de peso fresco promedio de 3,0 g, significativamente inferior al de los
tratamientos inoculados (p < 0,05).

Las raices secretan exudados que tamponan el microambiente y proporcionan
nutrientes que ayudan a las bacterias a resistir condiciones limitantes (Adeniji et
al. 2024). En otras palabras, las bacterias no enfrentan las variaciones de pH de
manera aislada, sino en el contexto de un ecosistema donde la planta también

regula la rizosfera (Santoyo ef al. 2021).

En conjunto, estos mecanismos permiten que las bacterias productoras de AlA
no solo sobrevivan, sino que mantengan su actividad promotora en suelos con
condiciones quimicas fluctuantes, lo que las convierte en aliadas robustas para

la agricultura sostenible (Futa et al. 2024).
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Figura 5. Efecto de la inoculacion con diferentes cepas bacterianas sobre el peso
fresco (g) en plantulas de pasto pre-germinado.
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Leyenda. Las barras representan la media + error estandar. Letras distintas
sobre las barras indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos
de acuerdo con la prueba de Tukey (p < 0,05).

4. Conclusiones

Se logro aislar bacterias de la rizosfera de Megathyrsus maximus y su tamizaje
bioquimico evidencié un nucleo funcional consistente y heterogeneidad entre
cepas, identificandose candidatas con rasgos compatibles con PGPR. Este
cribado permite priorizar aislamientos con mejores perfiles enzimaticos para
etapas posteriores.

La identificacion por marcadores genéticos permitio asignar taxonomia a los
aislamientos priorizados, confirmando su pertenencia a géneros con potencial
PGPR y aportando trazabilidad para su manejo en colecciones y su futura
transferencia tecnologica. Esta identificacion respalda la validez biologica de los
rasgos observados en el tamizaje.
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